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Geleitwort 


zum Wiedererscheinen der Zeitschrift 


Protoplasma, die , Internationale Zeitschrift fiir Physikalische Chemie des 
Protoplasten* ist 1926 gegriindet worden; sie hat sich in kurzer Zeit zu einem 
fiihrenden Publikationsorgan entwickelt, von dem in 17 Jahren 38 Bande 
erschienen sind. Infolge der Kriegsereignisse muf te die Zeitschrift 1943 ihr 
Erscheinen vortibergehend einstellen. Nunmehr hat der Verlag Gebriider Born- 
traeger in Berlin, der unter der Leitung von Dr. Thost die Entwicklung der 
Zeitschrift bis dahin tatkraftig gefordert hat, das Verlagsrecht fiir Protoplasma 
an den Springer-Verlag in Wien abgetreten. So kann nun Protoplasma 1949 
das Erscheinen aufs neue aufnehmen. 

Herausgeber und Mitherausgeber sind die gleichen geblieben. Sie und der 
Verlag werden bestrebt sein, die Zeitschrift wieder zu dem zu machen, was 
sie war, zu einer wahrhaft internationalen Sammelstelle der Arbeiten, die 
sich mit dem Lebenssubstrat befassen, ob dieses nun pflanzlicher, tierischer 
oder menschlicher Herkunft ist. Eine solche Sammelstelle ist heute nach der 
lahmenden und hemmenden Unterbrechung wissenschaftlicher Zusammenarbeit 
nicht weniger nétig als vor 20 Jahren, als die Zeitschrift gegriindet wurde. 
Auch Programm und Arbeitsgebiet der Zeitschrift bleiben gleich, sie sind 
jedem Protoplasmaforscher wohl bekannt. Die stoffliche Liicke, die zwischen 
1943 und 1949 entstanden ist, soll sich durch Sammelberichte bald und 
ganz wieder schliefen. Dadurch wird die Kontinuitaét auch inhaltlich gewahrt 
bleiben. 

Die Zeitschrift veréffentlicht Originalarbeiten, kurze Mitteilungen, Sammel- 
referate und kritische Referate aus allen Teilen der Protoplasmaforschung. 
Alle Beitrige kénnen in den Sprachen der internationalen biologischen Kongresse 
verfaft sein. 

Dem ersten Protoplasma-Heft der neuen Reihe ist ein Inhaltsverzeichnis 
des letzten Bandes der alten Reihe vorausgesetzt, womit diese abgeschlossen ist. 

Wenn die vielen alten Freunde aus aller Welt Protoplasma treu bleiben 
und wenn dazu neue Krafte stoSen, dann wird die Zeitschrift auch in Zukunft 
ihre Aufgabe erfiillen, die heute dieselbe ist, die sie gestern war: Ausbau 
der Kenntnis des Protoplasmas, jener immer noch und immer wieder riatsel- 
haften Materie, an die alles Leben gebunden ist. Aus dem Fortschritt der 
Protoplasmaforschung wird alle Wissenschaft und Praxis, die mit dem Leben- 
digen zu tun hat, auf nahe oder ferne Sicht stets groBen Nutzen ziehen. 


November 1949 


Josef Spek Friedl Weber 
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Vergleichende chemische Resistenzstudien an 
pflanzlichen Plasmen 


Uber ,,ékologische** und ,,konstitutionelle Resistenzen 
Von 
Richard Biebl 
(Aus dem Pflanzenphysiologischen Institut der Universitiit Wien) 
Mit 2 Textabbildungen 
(Eingelangt am 11. Dezember 1948) 


Einleitung 


Resistenzuntersuchungen werden fiir zellphysiologische Fragen schon 
lange angewendet und haben als Methode der protoplasmatischen Anatomie 
(Weber 1925, 1929) und der vergleichenden Protoplasmatik (Hifler 
1932) wertvolle Beitrage zur Beschreibung verschiedener pflanzlicher Plas- 
men, bzw. Plasmazustiande geliefert. Dabei wurde sowohl die Widerstands- 
fihigkeit des Plasmas gegeniiber chemischen Stoffen, wie Sauren, Laugen, 
organischen und anorganischen Verbindungen, wie auch gegen Austrock- 
nung, hohe oder niedere Temperaturen, verschiedenste Strahlen usw. ge- 
prift (Bieb] 1935, 1940, 1942, Collins 1931, Déring 1933, Etz 1939, 
Hofler 1932, 1939, 1940, Iljin 1933a,b, Kessler 1935, Kessler u. 
Ruhland 1938, Kiister 1929, 1937, Lepeschkin 1937, Meind] 1934, 
Mender 1938, Moder 1932, Reuter 1941, Sapper 1935, Scheib- 
mair 1937,Schindler 1938 a, b, Weber 1931, 1932, 1933 u.a.m.). 

Mit den dkologischen Verhaltnissen verschiedener Standorte wechselt 
die Plasmabeschaffenheit ihrer pflanzlichen Siedler oft sehr stark. Sie 
findet in erster Linie in einer gesteigerten Resistenz gegeniiber gelegenilich 
auch unter natiirlichen Verhaltnissen an diesen Standorten extrem ein- 
wirkenden Aufenfaktoren, wie Trockenheit, Hitze oder Kalte, Strahlungs- 
verhaltnisse, gesteigerter oder verminderter Salzgehalt usw., ihren Aus- 
druck (Bieb1 1937, 1938, 1939a, Héfler 1931, 1942, 1944, 1945, Hifler 
und Weixel-Hofmann 1939, Héfler und Legler 1940, Kylin 
1917, Spranger 1941). Die Fiille von Fragen, die sich aus dem Verhiltnis 
von Plasmaeigenschaften und Standortbedingungen ergeben, berechtigen 
von einer ,,protoplasmatischen Okologie” (Bieb1 1939b) als einer Teil- 
disziplin der Protoplasmaforschung zu sprechen. 


Die Erfahrungen dieser jungen Arbeitsrichtung zeigten nun, da Plas- 
men von Pflanzen dkologisch extrem verschiedener Standorte deutlich in 
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ihren Resistenzeigenschaften zu unterscheiden sind, dafi es sich dabei aber 
nicht um unwandelbare Plasmaeigenschaften handelt, sondern daf diese 
unter geanderten Aufenbedingungen auch Verainderungen erfahren kénnen. 
Anzucht bei Trocken- und Feuchtkultur fiihrt zu einer Verainderung der 
Austrocknungsresistenz des Plasmas, Wachstum auf Béden mit verschie- 
denem Salzgehalt veraindert die Widerstandsfahigkeit des Plasmas gegen- 
iiber den betreffenden chemischen Stoffen. Das Plasma kann ,,abgehirtet 
oder ,,verweichlicht“ werden. 

Will man daher Resistenzversuche als Methode zur objektiven Charak- 
terisierung verschiedener Plasmasorten verwenden, so ist es notwendig, 
zwischen den von den Umweltbedingungen stets beeinflu&ten und veriin- 
derten ,O6kologischen Resistenzen’ und ,.nicht umweltbezo- 
genen konstitutionellen Resistenzen“ zu _ unterscheiden 
(Biebl 1947 a). Letztere kommen zum Ausdruck in der Widerstandsfahig- 
keit des Protoplasmas gegen Stoffe oder Einfliisse, die in der Natur nie 
oder héchst selten in solcher Starke vorkommen, daf eine besondere Re- 
sistenz gegen sie fiir das Leben der Pflanze von Bedeutung werden kénnte. 
Die Resistenzunterschiede gegeniiber derartigen Stoffen sind daher zuriick- 
zufiihren auf die artgegebene Plasmabeschaffenheit, die primar nichts mit 
der Umwelt zu tun hat. Finden wir im Verlauf der Entwicklung der 
Pflanze Schwankungen dieser Resistenzen, so sind sie als ein Spiegel der 
sich andernden Plasmabeschaffenheit anzusehen. 


Als besonders geeignet fiir derartige Versuche wurden die sogenannten 
> purenelemente’ befunden, die der Pflanze einerseits nicht physio- 
logisch fremd, andererseits ihr aber selten in solchen Mengen im Boden 
geboten sind; dai eine spezielle Anpassung an sie erfolgen miiffte. Der- 
artige Ausnahmen sind z.B. gegeben fiir die Pflanzen auf Zink- (Galmei-), 
Kupfer- oder sonstigen Erzbéden. Hier liegen dann wiederum ,,ékologische 
Resistenzen“ gegeniiber diesen Stoffen vor. 


Methodik 


Fiir die vorliegenden Untersuchungen wurden die Elemente Zink, Bor, 
Mangan, Chrom und Vanadium verwendet, und zwar Bor als Borsiure, 
die iibrigen Elemente durchwegs als Sulfate, da die Wirkung des Sulfations 
als die am wenigsten schadliche bekannt ist. Die Lésungen wurden in 
kleinen, weithalsigen, gut verschlie®baren Flaschchen mit iiber Quarzglas 
doppelt destilliertem Wasser in Verdiinnungen von 0,0001, 0,001, 0,01, 0,1, 
1 und 3%, bei MnSO, und VOSO, gelegentlich auch noch in Konzentra- 
tionen von 5, 10, 15 und 20% hergestellt. Bis 3% sind alle Lésungen hypo- 
tonisch. 


Um die Angaben in Gewichtsprozenten mit solchen von Molwerten ver- 
gleichen zu kénnen, seien diese fiir 1%ige Lésungen im folgenden gegen- 
iibergestellt. Die Werte fiir das Chrom- und das Vanadylsulfat, fiir die 
der Kristallwassergehalt meiner Praparate nicht sicher festgestelli werden 
konnte, haben nur naiherungsweise Geltung. 
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1% HsBOs = 0,016 Mol (1 Mol = 6.2%) 
1% ZnSO..7 HO =0,034 Mol (i Mol = 28,7%) 
1% MnSO, 4 H:O — 0,044 Mol (1 Mol = 22.3%) 
1% Cre(SO.)s .6 HxO =0,020 Mol (1 Mol = 50,0%) 
1% VOSO..2H:O =0,050 Mol (1 Mol=19,9%) 


Die Objekte, Stengelepidermisschnitte, bzw. Moosblattchen oder -stamm- 
chen, wurden in die Lésungen eingelegt und ca. 48 Stunden spiater auf 
ihren Lebenszustand gepriift und untereinander verglichen. Zeitgestaffelte 
Beobachtungen ergaben nimlich, daf bis zu diesem Zeitpunkt die Schidi- 
gungen ansteigen, dann aber meist fiir mehrere Tage konstant bleiben. 
Ein weiteres Ubergreifen auf niedrigere Konzentrationen geht dann nur 
mehr allmahlich oder oft iiberhaupt nicht mehr vor sich. 


1. Chemische Resistenzeigenschaften verschiedener 
Kartoffelsorten 

Die bisherigen Untersuchungen iiber ,,charakteristische konstitutionelle 
Resistenzeigenschaften” (Biebl 1947a,b, 1948b, 1949; Pribik, unver- 
6ffentl. Dissert., Wien 1947) ergaben fiir verschiedene pflanzliche Plasmen 
in den Lésungsreihen von HsBOs, ZnSOs, MnSO, und Cre(SQO,:)s oft sehr 
kennzeichnende Verschiedenheiten ihrer Resistenz gegeniiber diesen ein- 
zelnen Stoffen. Nahe verwandte Arien einer Gattung wiesen jedoch meist 
gut iibereinstimmende Resistenzgrenzen auf. 


Im folgenden wurde nun untersucht, wie sich verschiedene Sorten 
von Solanum tuberosum gegeniiber diesen Substanzen, zu denen als fiinfte 
noch das Vanadylsulfat (VOSO,) trat, verhalten. Die Kartoffelsorten 
wurden mir in freundlicher Weise von der Bundesanstalt fiir Pflanzen- 
schutz in Wien zur Verfiigung gestellt. Gepriift wurden die Blattstiel- 
epidermen von fiinf verschiedenen Sorten und, um einen etwaigen Einflu& 
des Entwicklungszustandes festzustellen, auch die Epidermen der Dunkel- 
triebe von drei verschiedenen Lagerkartoffeln und von einer viruskranken 
Sorte ,,Maika™. 

Den Resistenzuntersuchungen ging eine kurze orientierende anatomische 
und zellphysiologische Priifung des Versuchsmaterials voraus: 

Der Gréfenvergleich der Blattstielepidermiszellen der Sorten 
»Ackersegen“, ,,Bohms Allerfriiheste Gelbe“, ..,Boéhms Mittelfriihe“, ..Kar- 
dinal“ und ,,Sieglinde“ ergaben keine wesentlichen Unterschiede. Die Zel- 
len sind iiberall lang und schmal und schwanken von 69 bis 210 uw Lange 
und 12 bis 39 w Breite. Im Durchschnitt sind sie etwa 141 « lang und 
22 uw breit. 

Die Epidermisaufenwande des Krautes von Solanum tuberosum sind 
durck den Besitz von feinen Kutikularwarzchen ausgezeichnet. Die 
Dichte und Gréfe dieser Warzchen wies bei den untersuchten Blatistiel- 
epidermiszellen auf gewisse Sortenunterschiede hin: so waren die Warz- 
chen beim ,,Ackersegen“ grobschollig und verhalinismafig grok, etwa 1,5 
bis 6 « im Durchmesser, bei ,,Béhms Allerfriiheste Gelbe“ hatten die Warz- 
chen nur einen Durchmesser von 1,5 bis 2 u, wiahrend die Sorte ,,Kardinal™ 

1* 
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fast vollkommen frei von derartigen Membranhéckerchen war. Die iibrigen 
Sorten nahmen Zwischenstellungen ein. 

Die osmotischen Werte der Blattstielepidermiszellen der fiinf 
Sorten zeigten nach feuchter Witterung und zweistiindigem Einwiassern 
der Blatter keine wesentlichen Unterschiede. Grenzplasmolyse trat in allen 
Fallen bei 0.3 GM KNOs ein. Die osmotischen Werte der Dunkeltriebe ver- 
schiedener im Keller gelagerter Sorten riickten nahe an 0,4 GM KNOs 
heran, doch hangt hier der osmotische Wert deutlich vom Grade der Luft- 
feuchtigkeit ab. Eine gleiche Sorte zeigte im feuchten Raum einen osmoti- 
schen Wert zwischen 0,3 und 0,4 GM KNOs, einige Tage in trockener Zim- 
merluft gehalten, hingegen einen, der 0,6 GM KNOs entsprach. 

Die Harnstoffpermeabilitat war bei.den Blattstielepidermen 
simtlicher Kartoffelsorten sehr hoch. Es stimmt dies mit friiheren Unter- 
suchungen iiberein (Bieb] 1948a, Hofmeister 1948). Die Deplasmo- 
lysezeiten in 1,0 GM Harnstoff bewegten sich zwischen 3—13 Min. Sie sind 
an verschiedenen Tagen unter dem Einflu& der wechselnden Aufenbedin- 
gungen nicht gleich. Auch diirften hier gewisse Sortenunterschiede beste- 
hen. So waren die Deplasmolysezeiten beim ,,Ackersegen“ einmal 3 bis 
3% Min., ein anderes Mal 6—9 Min. und an einem dritten Tag wieder nur 
5—6 Min. Bei .,Bohms Allerfriihester Gelber“ waren die Zeiten an den 
gleichen Tagen dagegen immer etwas langer, namlich 9, 8—10 und 7—8 Min. 
Bei ,.Kardinal™ schwankten sie von 7 Min. an einem Tag bis zu 11—13 Min. 
an einem anderen usw. 

Es war nun interessant, dieses reine Sortenmaterial auch auf seine 
nicht umweltbezogenen chemischen Resistenzeigenschaften“ vergleichend 
zu untersuchen. Dabei ergaben sich zwei wesentliche Tatsachen: 

1. Die Resistenzen gegen Borsaure, Zink-, Mangan-, Chrom- und Vana- 
dylsulfat sind fiir die Zellen der Blatistielepidermen aller fiinf untersuch- 
ten Kartoffelsorten so gut wie vollkommen gleich (Tab. 1). 

2. Das Plasma der Kartoffelpflanze ist den gepriiften Substanzen gegen- 
iiber in seiner Resistenz auferst konstant. Die in Tab. 1 angegebenen, im 
Juli 1948 in Wien gefundenen Resistenzgrenzen fiir Bor, Zink und Mangan 
entsprachen nicht allein vollkommen den im August 1945 an einer anderen 
Sorte und in einer anderen Gegend (Bieb1 1947 b) beobachteten Werten, 
sondern diese und auch die fiir Chrom und Vanadium stimmen genau iiber- 
ein mit den an Dunkeltriebepidermen von drei verschiedenen, nicht naiher 
bekannien Sorten von Lagerkartoffeln und einer stark viruskranken Sorte 
»Maika™ festgestellten Grenzwerten (Tab. 2). 

Einzig die Sorte ,,Kardinal“ zeigte (vgl. Tab. 1) in Versuchen an zwei 
verschiedenen Tagen und an verschiedenen Pflanzen eine etwas gréfere 
Resistenz gegen ZnSO,. Beidemal waren in 0,01% noch weitaus die meisten 
Zellen frisch und lebend, wahrend sie bei den anderen Sorten in dieser 
Konzentration fast vollstandig abgestorben waren. Dies wire aber auch 
der einzige mit dieser Methode greifbare Sortenunterschied. 

Es kann somit festgehalten werden, daf die durch die verschiedenen 
Todesgrenzen in den fiinf Liésungsreihen gegebene charakteristische ,,R e- 
sistenzkombination”~ von Solanum tuberosum auf Plasmaeigen- 
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schaften beruhen muf, die der gesamten Art zukommen und von den 
Sortenunterschieden noch nicht beriihrt werden. 

Makrophysiologisch lassen sich die gepriiften Sorten namlich gut aus- 
einanderhalten. So ist z.B. ,,Béhms Allerfriiheste Gelbe“ eine fiir Phyto- 
phtora und Kartoffelkrebs sehr anfallige Friihsorie, wihrend ,,Ackersegen“ 
eine verhaltnismaftig sehr phytophtora- und krebsfeste Spatsorte ist. Es 
erschiene als eine sehr dankbare Aufgabe, an derartigem, in seinen physio- 
logischen Eigenschaften gut bekanntem und unterscheidbarem Sorten- 
material, wie es von der Kartoffel vorliegt, zellphysiologische Methoden zu 
suchen, die auch protoplasmatische Sortenunterschiede zu erfassen er- 
lauben. Die Charakterisierung des Plasmas durch die ,,nicht umweltbezo- 
genen konstitutionellen Resistenzen“ geht, zumindest bei der Kartoffel und 
den angewandten Verbindungen von B, Zn, Mn, Cr und V, nicht iiber die 
Kennzeichnung der allen Sorten gemeinsamen Plasmaeigenart hinaus. Die 
sich ergebende ,,Resistenzkombination™ erweist sich als ein Charakteristi- 
kum der Spezies und schwankt nicht mehr innerhalb von systematischen 
Einheiten, die kleiner als die Art sind. 


2. Das chemische Resistenzverhalten von Laub- und 


Lebermoosen 


Die Laub- und Lebermoose zeigen gegeniiber HsBOs und ZnSO, ahnlich 
gelagerte Resistenzgrenzen, wie sie auch bei Bliitenpflanzen zu finden 
sind (vgl. Bie bl 1947 a, b). — Was die Resistenz gegen diese beiden Stoffe 
anlangt, sind zwei Falle herauszuheben, die Musterbeispiele fiir ,,res i- 
stenzveradanderliche und ,resistenzkonstante’ Plasmen dar- 
stellen. Es sind dies die Lebermoose Calypogeia Neesiana und Trichocolea 
tomentella. Calypogeia zeigte am gleichen Standort, wie auch im Jahr 
darauf unter gleichen Kulturbedingungen in Glasschalen gezogen, im Friih- 


Tab. 3. 
CalypogeiaNeesiana,gegenZnundB,resistenzveranderlich’, 
Trichocolea tomentella gegen Zn und B ,resistenzkon- 
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jahr hohe Borresistenz und grofe Zinkempfindlichkeit, im Sommer hin- 
gegen umgekehri grofe Borempfindlichkeit und Zinkresistenz. Trichocolea 
hingegen besitzt wiahrend des ganzen Jahres, und dies jetzt schon vier 
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Jahre an Material verschiedener Herkunft verfolgt, mit grofer Konstanz 
eine hohe Zinkresistenz und Borempfindlichkeit (Tab. 3). 


In der Resistenzveranderlichkeit des Plasmas von Calypogeia Neesiana 
kommt weiters auch eine auffallende Gegenlaufigkeit der Wirkung von 
Zink und Bor zum Ausdruck. Diese aufert sich nicht allein in der jahres- 
zeitlich verschiedenen Resistenz, sondern auch in der gegen Zink und Bor 
gegenlaufig verschiedenen Widerstandsfahigkeit von alten und jungen Blatt- 
chen einer und derselben Pflanze. So lebten in dem im Miirz 1946 untersuchten 
Material nach 48 Stunden in 3% HsBOs zwar noch die ganzen Stammchen, 
nach vier Tagen waren jedoch die jiingsten Blattchen des Sprofwipfels 
tot, ihre Olkérper verschwunden und die Plastiden verklebt und zusam- 
mengeflossen. Umgekehrt verhielt es sich in 3% ZnSOs. Hier waren nach 
48 Stunden in einem der untersuchten Stémmchen die kleinen jungen 
Blattchen des Gipfelbiischels noch lebend und enthielten normale Olkérper, 
wihrend das ganze iibrige Stimmchen vollstandig abgestorben war. In 
einem anderen Sprof waren nach dieser Zeit wohl auch die jiingsten Blatt- 
chen tot, doch waren in ihnen noch die Reste der zerfallenen Olkérper zu 
sehen, ein Zeichen, da auch hier der Tod erst spater eingetreten war als 
in den alteren Bliattchen, in denen die zerfallenen Olkérper schon voll- 
kommen im toten Zellinhalt aufgegangen waren. 

Ein anderes Beispiel fiir die Gegenlaufigkeit von Zink- und Borresistenz 
lieferte das Laubmoos Mnium rostratum (Bieb| 1947 b), das, im Mai unter- 
sucht, in den jungen Blattchen im Zinksulfat friiher und starker geschadigt 
wurde als in den alteren der Sprofbasis, wahrend die jungen Blatichen in 
Borsaurelésungen noch lebten, in denen die Blattchen der Basis schon tote 
Flecke aufwiesen. Auferdem zeigten sich die Blattrand- und Mittelrippen- 
zellen gegen Zinksulfatlésungen wesentlich empfindlicher als die Zellen der 
Blattflachen, gegen Borsaure hingegen resistenter als diese. 

Daf diese gegensinnige Zink- und Borresistenz nicht eine Eigenheit des 
Moosplasmas ist, geht aus Beobachtungen von Pribik (loc. cit.) hervor, 
die auch an Bliitenpflanzen gelegentlich ahnliches finden konnte. So nahm 
vom Friihjahr zum Spatsommer die Zinkresistenz von Blattepidermen von 
Convallaria majalis und Anemone hepatica zu, die Borresistenz hin- 
gegen ab. 

Eine Besonderheit der Moosplasmen ist jedoch nach den bisherigen Er- 
fahrungen ihre grofe Manganresistenz. Sie ist zwar, wie schon die Wider- 
standsfahigkeit der Kartoffelepidermen gegen 3% MnSO, zeigte, keines- 
wegs nur fiir die Moosplasmen kennzeichnend. Wahrend aber eine Resi- 
stenz gegen eine 3% Mangansulfatlésung innerhalb 48 Stunden bisher nur 
fiir eine beschriinkte Zahl von Bliitenpflanzen (Solanum tuberosum, ver- 
schiedene Beta-Arten wie Zuckerriibe, Runkelriibe, rote Riibe, ferner Salvia- 
Arten, Urtica urens, Malva silvestris und einige andere) gefunden wurde, 
konnie sie bei allen untersuchten Laub- und Lebermoosen fesigestellt wer- 
den. Diese Manganresistenz der Moose blieb sogar besitehen, wenn die 
Blattchen den Lésungen eine Woche lang ausgeseizt waren, und selbst 
dann, wenn das Mangansulfat in hypertonischer, plasmolyseerregender 
Konzentration einwirkte. 
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Die Plasmolyse der Zellen in 20% MnSO, ist gleichzeitig das beste Ar- 
gument gegen den Einwand, daft die in der noch weit hypotonischen 
3%igen Lésung beobachtete Resistenz etwa auf einer Verhinderung des 
Eintrittes der Lésung durch eine besonders dichte Zellwand zuriickgefiihrt 
werden kénnte. Es ist allerdings zu bemerken, dali bei Mnium punctatum, 





Abb. 1. Mnium undulatum. Plasmolysiert und 
lebend nach 8 Tagen Aufenthalt in 20% MnSOu.. 





Abb. 2. Chiloscyphus pallescens. Plasmolysiert 
und lebend nach 8 Tagen Aufenthalt in 20% 
MnSOa. 


Trichocolea tomentelia und 
Plagiochila_ asplenioides, bei 
denen in 1,0 GM KNO, schon 
nach 1 Minute in allen Zellen 
Plasmolyse einitritt, diese in 
einer 25%igen MnSO,-Lésung, 
die 1,1 GM MnSO, entspricht, 
bei Mnium erst nach 7 Minuten 
und bei Trichocolea und Pla- 
giochila noch spiater einsetzte 
und erst nach etwa 50 Minuten 
zu einer konvexen Plasmaab- 
hebung in samtlichen Zellen 
fiihrte. Es bleibt dabei offen, 
ob dies auf eine Eintrittsver- 
zogerung durch eine dichte 
Zellwand oder etwa eine Her- 
abseizung der Wasserpermea- 
bilitat des Plasmas durch das 
Mangan zuriickzufiihren _ ist. 
Beleg fiir die Unschadlichkeit 
selbst hoher Konzentrationen 
modgen zwei Abbildungen die- 
nen, die Zellen von Mnium un- 
dulatum (Abb. 1) und von Chi- 
loscyphus pallescens (Abb. 2) 
nach achitigigem Aufenthalt in 
20% MnSO, zeigen. In beiden 
Fallen erschienen die Proto- 
plaste vollkommen frisch mit 
unverainderten Olkérpern und 
Chloroplasten. Eine merkbare 
Riickdehnung der Protoplaste 
war innerhalb dieser Zeit nicht 
eingetreten. Eine nachfolgende 
Deplasmolyse in Wasser wurde 


von Chiloscyphus und Mnium vollstindig ertragen, Trichocolea starb dabei 


zum Teil ab. 


Chiloscyphus pallescens lebte nach 8 Tagen in 20% MnSOQOs, noch zu 
etwa 98%, Trichocolea zu 100%, Metzgeria conjugata zu etwa 70%, Pla- 
giochila asplenioides zu etwa 90%, Lophozia Miilleri war in der unteren 
Halfte des Stammchens im Zustand der Plasmolyse abgestorben, Bazzania 
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trilobata zeigte keine Plasmolyse, aber vereinzelt tote Flecke. In 10% 
MnSQ, war nach 8 Tagen nur Lophozia Miilleri etwas geschadigt, alle 
iibrigen Moose lebten zur Ginze.* 

Erwahnt sei, da sich auch die gegen Zinksulfat so resistente Tricho- 
colea in 1,0 GM ZnSO, (entspricht etwa 28%) in allen Zellen bestens plas- 
molysieren lait. Also auch hier dringt das Zinksulfat durch die Membran 
und umspiilt die Protoplaste. 


Besprechung der Ergebnisse 


Die Bestimmung der Resistenz von Blatistielepidermen von fiinf ver- 
schiedenen Kartoffelsorten in Lésungsreihen von Borsaure, Zink-, Mangan-. 
Chrom- und Vanadylsulfat ergab charakteristische Todesgrenzen. Voran- 
gegangene Untersuchungen an anderen Pflanzen mit Borsdure, Zink-, Man- 
gan- und Chromsulfat zeigten, daf die Resistenzgrenzen fiir die einzelnen 
Stoffe bei verschiedenen pflanzlichen Plasmen recht verschieden hoch lie- 
gen. Da es sich dabei vielfach um Pflanzen des gleichen Standortes han- 
delte und auch die einzelnen Stoffe im Boden nie in gréferen Mengen auf 
die Pflanzen einwirkten, so scheidet die Méglichkeit einer ,,Anpassung™ 
der Resistenz an die Standortverhialtnisse, eine ,,skologische Resistenz™ aus. 
Die verschiedenartige Widerstandsfahigkeit der betreffenden Pflanzen 
gegen die einzelnen Stoffe ist somit Ausdruck ihrer artgegebenen, konsti- 
tutionellen Plasmabeschaffenheit. Man darf die Gegeniiberstellung der 
Okologischen Resistenzen“ und_ ,,konstitutionellen Resistenzen“ wohl 
direkt in Parallele setzen zu Nagelis (1884) ,,Anpassungsmerkmalen™ 
und _ ,,Konstitutionsmerkmalen™. 


Das einzelne Plasma ist durch eine bestimmte Resistenzkombi- 
nation gekennzeichnet, die ein fiir die vergleichende Protoplasmafor- 
schung wertvolles Hilfsmittel zu werden verspricht. Jeder neu hinzukom- 
mende ,,Teststoff* ist geeignet, die Mannigfaltigkeit dieser Resistenzkombi- 
nationen zu vergréfern und damit die Brauchbarkeit der Bestimmung der- 
artiger konstitutioneller Resistenzen als Mittel fiir die vergleichende Proto- 
plasmabeschreibung zu erhéhen. Geeignet sind hiezu nur solche Elemente, 
bzw. Verbindungen, denen gegeniiber sich verschiedene Plasmen verschie- 
den verhalten. Kupfersulfat erwies sich z. B. als unbrauchbar, da ihm 
gegeniiber alle untersuchten Plasmen recht ahnliche Resistenzgrenzen 
besitzen. Sehr geeignet erscheint hingegen das in dieser Arbeit erstmalig 
verwendete Vanadylsulfat (VOSO,). Uber die in einem grofen Bereich 
schwankenden Resistenzgrenzen verschiedener pflanzlicher Plasmen gegen 
diesen Stoff soll in einer nachfolgenden Arbeit gesondert berichtet werden. 

Die Resistenzuntersuchungen an der Karitoffelpflanze und an einer 
Reihe von Laub- und Lebermoosen ergaben weiters die Notwendigkeit der 
Unterscheidung von den einzelnen Stoffen gegeniiber resistenzkon- 
stanten und resistenzveranderlichen Plasmen. Die Kartoffel 


1 Die verwendeten Versuchsmoose waren durchwegs Kalkmoose aus Golling bei 
Salzburg (vgl. Herzog und Héfler 1944). 
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bietet dabei ein vorziigliches Beispiel fiir resistenzkonstantes Plasma, und 
zwar simtlichen fiinf einwirkenden Substanzen gegeniiber. Nicht nur die 
Blattstielepidermen im gleichen Entwicklungszustand befindlicher Pflan- 
zen verschiedener Standorte zeigten eine gleiche Resistenzkombination, 
sondern auch die Epidermen der Dunkeltriebe von vier im Keller austrei- 
benden Kartoffelsorten verhielten sich gleichartig. Ahnlich konstant erwies 
sich die Bor- und Zinkresistenz des im Verlauf von vier Jahren zu verschie- 
denen Zeiten untersuchten Lebermooses Trichocolea tomentella. Das Leber- 
moos Calypogeia Neesiana stellt demgegeniiber ein gutes Beispiel fiir eine, 
wie es scheint, regelmafige Resistenzveranderlichkeit des Plasmas dar. 
Durch zwei Jahre verfolgt, zeigte sich das Plasma dieser Pflanze im Friih- 
jahr gegen Zink empfindlicher als gegen Bor, und im Sommer gegen Bor 
empfindlicher als gegen Zink. Auffallend ist dabei auferdem die auch an 
anderen Objekten gefundene Gegenliufigkeit der Bor- und Zinkresistenz. 


Die Tatsache der ,,Resistenzveranderlichkeit* eréffnet eine ganze Reihe 
von Fragen, die noch weiter zu verfolgen sein werden. Sind die Resistenz- 
verinderungen allein vom Alter und den damit einhergehenden Verande- 
rungen in der Plasmabeschaffenheit abhaingig oder sind sie auch durch 
geinderte Kulturbedingungen auszuliésen? Bestehen mit zellphysiologi- 
schen Methoden erkennbare Zusammenhinge zwischen den verschieden- 
artigen ,,konstitutionellen Resistenzen“ und anderen sich im Verlauf der 
Entwicklung andernden Plasmaeigenschaften? Lassen sie sich experimen- 
tell beeinflussen? Besteht ein Zusammenhang zwischen der verschiedenen 
Resistenz gegen die einzelnen Spurenelemente und einem im Verlauf des 
Jahres, fiir einzelne Pflanzen nachgewiesenen (Linstow 1924, 1929), ver- 
schiedenem Speichervermégen fiir diese Stoffe? usw. 


Von gréBtem Interesse bleibt aber wohl die Frage, ob die verschiedenen 
Resistenzkombinationen iiber die einzelne Art hinausgehend kennzeichnend 
sind fiir gréRere systematische Einheiten. Der Versuch, mit Hilfe der kon- 
stitutionellen Resistenzen noch Sortenunterschiede zu erfassen, ist, zumin- 
dest fiir die in dieser Arbeit untersuchten fiinf Kartoffelsorten und die ver- 
wendeten Verbindungen, fehlgeschlagen. Es hat sich gezeigt, daft die auf- 
gefundenen Resistenzgrenzen gegen B, Zn, Mn, Cr und V fiir samtliche 
makrophysiologisch wohl unterscheidbare Kartoffelsorten die gleichen 
waren, daft dadurch also Plasmaeigenschaften erfaft wurden, die der 
ganzen Art zukommen und von den Sortenunterschieden nicht mehr betrof- 
fen werden. 


Daft nahe verwandte Arten einer Gattung gleiche Resistenzeigentiim- 
lichkeiten zeigen und auch gréfere systematische Gruppen, wie etwa die 
Laub- und Lebermoose, durch Gemeinsamkeiten, z. B. grofe Manganresi- 
stenz, ausgezeichnet sind, steht bereits fest. Wie weit sich die Kennzeich- 
nung des pflanzlichen Plasmas durch eine charakteristische Kombination 
konstitutioneller Resistenzen fiir Fragen der Systematik, vor allem der 
plasmatischen Kennzeichnung gréferer systematischer Einheiten (Gattung, 
Familie) heranziehen lassen wird, wird nur durch ausgedehnie verglei- 
chende Untersuchungen entschieden werden kénnen. 
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Zusammenfassung 


1. Es wird unterschieden zwischen von den Umweltbedingungen beein- 
fluRten und veranderten ,6kologischen Resistenzen*“ und ,nicht 
umweltbezogenen konstitutionellen Resistenzen*. 

2. Die Resistenz verschiedener pflanzlicher Plasmen wurde durch Ein- 
legen von Schnitten in Lésungsreihen von Borsdure, Zink-, Mangan-, 
Chrom- und Vanadylsulfat, die sich konzentrationsgestuft iiber vier Gré- 
Renordnungen erstrecken, bestimmt. 

3. Die Resistenzgrenzen in den einzelnen Liésungen ergeben fiir die 
verschiedenen Plasmen charakteristische ,Resistenzkombinatio- 
nen’, die ein gutes Hilfsmittel fiir die vergleichende Protoplasmabeschrei- 
bung zu werden versprechen. 

4, Die Untersuchung der Blattstielepidermen von fiinf verschiedenen 
Sorten von Solanum tuberosum ergaben fiir sémtliche angewandte Sub- 
stanzen jeweils gleiche Resistenzgrenzen. Sie waren somit Ausdruck von 
Plasmaeigenschaften, die der gesamten Art zukommen und von den Sor- 
tenunterschieden nicht mehr beriihrt wurden. 

5. Es werden den einzelnen einwirkenden Substanzen gegeniiber ,,r es i- 
stentkonstante’ und ,resistentveranderliche“ Plasmen 
unterschieden. 

6. Solanum tuberosum ist ein gutes Beispiel fiir Resistenzkonstanz. So- 
wohl das Plasma der Blattstielepidermiszellen von Kartoffelpflanzen ver- 
schiedener Standorte wie auch das der Dunkeltriebe verschiedener austrei- 
bender Kartoffelsorten zeigte véllig iibereinstimmendes Resistenzverhalten. 

7. Unter den Lebermoosen ist Trichocolea tomentella ein weiteres gutes 
Beispiel fiir Resistenzkonstanz, Calypogeia Neesiana eines fiir Resistenz- 
veriinderlichkeit. Calypogeia ist im Friihjahr gegen Zink empfindlicher als 
gegen Bor, im Sommer und Herbst umgekehrt. 

8. Die Resistenz des Plasmas einzelner Pflanzen und auch verschiedener 
Gewebe bestimmter Pflanzen zeigt gegeniiber Zink und Bor eine auffallende 
Gegenliufigkeit. Einer grofen Zinkempfindlichkeit entspricht eine grofe 
Borresistenz und einer grofen Borempfindlichkeit eine gréfere Wider- 
standsfahigkeit gegen Zink. 

9. Alle bisher untersuchten Moosplasmen sind durch eine bemerkens- 
wert hohe Resistenz gegen Mangansulfat ausgezeichnet. 

10. Auf verschiedene mit Hilfe der ,,konstitutionellen Resistenzen“ zu 
untersuchende Fragen wird hingewiesen. 
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Uber Vakuolenkontraktion in gegerbten Zellen 
Von 


Ernst Kiister, Giefen 


Mit 10 Textabbildungen 
(Eingelangt am 24, Dezember 1948) 


Unter dem Einflu& der Verwundung und bei gleichzeitiger Darbietung 
von Neutralrot erfahren die Zellen der Konvexepidermis der Zwiebel- 
schuppen von Allium cepa bemerkenswerte Veranderungen: Die Vakuolen 
farben sich intra vitam und ziehen sich in manchen Fallen zu einer dunkel- 
roten Kugel oder einem unregelmafig geformten Gebilde zusammen. Die 
Erscheinungen der Vakuolenkontraktion sind fiir das genannte Ob- 
jekt von zahlreichen Autoren beschrieben worden (Kiister 1927 uw. a.). 
Gleichviel, ob man Epidermisschnitte in eine Neutralrotlésung iibertragt 
oder den Schuppen der Zwiebeln mit der Nadel Stichpunkte beibringt und 
durch diese den Farbstoff zu den wundnahen Zellen vordringen lat — die 
Zahl der Zellen, die das Phanomen der Vakuolenkontraktion zeigen, bleibt 
gering; die Vakuolen der meisten Zellen erfahren keine Verkleinerung. 

In dieser Beziehung verhalten sich andere Objekte, an welchen die Va- 
kuolenkontraktion studiert worden ist, insofern wesentlich anders, als alle 
Zellen oder fast alle unter dem Einfluf& von Neutralrot ihre Vakuolen zur 
Kontraktion kommen lassen (z. B. Helodea — vgl. Weber, 1930; Kiister, 
1937). 

UngleichmaRig ist das Verhalten der Zellen von Allium cepa auch hin- 
sichtlich des Grades, den die Vakuolenkontraktion erreicht: in manchen 
Zellen ist und bleibt er gering, in anderen schreitet die Kontraktion so weit 
vor, dafi 24 oder 48 Stunden nach Versuchsbeginn in manchen Zellen 
dunkelrote Kugeln vorliegen, die nur noch 7/,, oder noch geringere Anteile 
des Zellenvolumens einnehmen. Bei so weitgehender Volumeneinbufe mag 
es fraglich erscheinen, ob die Abgabe von Wasser der Vakuolen an das 
Protoplasma lediglich auf eine abnorm gesteigerte Quellungsfahigkeit des 
Protoplasmas zuriickgeht, die selbst einem so stark eingeengten Zelisaft 
immer weiter Wasser abzusaugen vermag — oder ob die Vakuole unab- 
hangig von Quellung und Quellfahigkeit des Protoplasmas sich verkleinert 
und dabei einen Teil ihres Wassergehaltes abgibt. 

Ich versuchte, an Zellen des gewohnten Allium-Objektes, deren Proto- 
plasma ich durch Behandlung mit gerbenden Mitteln denaturiert hatte, 
Aufschlu& iiber die Erscheinungen der Vakuolenkontraktion zu gewinnen. 
Am besten bewahrte sich hierbei Aluminiumsulfat, das ich in Form von 
2,5- und 5%igen Lésungen anwandte. Ich verfuhr meist in der Weise, daf 
ich Schnitte der Konvexepidermen in die genannten Lisungen iibertrug, 
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nachdem ich diese mit Neutralrot gefarbt hatte; in anderen Versuchsserien 
wurden mit Stichpunkten versehene Zwiebeln in dieselben Lisungen ge- 
stellt. Reiche Ausbeute ergeben die Priaparate 10 bis 48 Stunden nach 
Versuchsbeginn. 


Ich beschreibe zunichst die Verainderungen, welche die Zellen in ge- 
farbter Lésung von 5% Aluminiumsulfat erfahren. 

Das Verhalten der Epidermiszellen ist auferordentlich verschieden. Viele 
Zellen sterben ab; viele andere und namentlich in der Mitte des Schnittes 
gelegene bleiben unveraindert am Leben, ihre Zellsaftraume werden vom 
Neutralrot schwach gefiarbt. Grofe Anteile der Schnitte ertragen die Al- 
Behandlung viele Tage lang — selbst in der Nahe des Schnitirandes —, ohne 
da an ihrem Proto- 
plasma Veranderun- 
gen auffielen. Unter 
den wundnahen Zel- 
len der Schniite fin- 
den sich daneben in 
groBer Zahl_ solche, 
deren Inhalt — sich 
ebenfalls gefarbt, zu- 
gleich aber stark ver- 
andert hat, zumeist 
im Sinne der nach- i 
— Beschrei- Abb. 3. Abb. 4. 

Tie Tediade dee Abb. 1. Die stark gefirbte Vakuole ist am wundfernen 
Tellen 100 des La Zellenpol von der esewons abgeriickt, das Protoplasma 
shnlicher . von ellnicsevauae 
Abb. 2. Die Vakuole hat sich am wundfernen Zellenpol 
von der Wand weit zuriickgezogen und harmonikaartig 
gefaltelt, sie bleibt mit der wundnahen Querwand in 
ganzer Breite, mit der anderen nur durch Plasmafaden 





men in 
Weise wie in den 
normalen; der Zell- 
saft hat sich getriibt; 


er hat einen grau- verbunden. 

gelben Ton ange- Abb. 3. Sehr starke Vakuolenkontraktion am wund- 
nommen_ oder sich nahen Zellenpol. 

mit Neutralrot kraf- Abb. 4. Die kontrahierte Vakuole bleibt mit einer 
tig gefarbt; dabei ist Langswand verbunden. 


oftmals ein Unter- 

schied der beiden Pole der Zelle zu erkennen: am wundnahen Pol der 
gestreckten Zellen ist der Zellsaft kraftiger rot gefarbt als an dem wund- 
fernen Ende — oder die Farbung bleibt an diesem vollends aus. Die Kérne- 
lung des Inhalis, welche die Triibung des Zellsaftraumes bewirkt, ist ent- 
weder gleichmafig im ganzen Zellsaftraum verteilt oder sie agglutiniert 
zu graugelben oder schmutzigroten Flocken und Schollen, die sich in GréBe 
und Dichtigkeit unterscheiden; besonders auffallend sind diejenigen Zellen, 
bei welchen sich die Agglutinierung auf den wundnahen Pol der Zellen be- 
schrinkt, der andere von den farbigen Flocken frei bleibt — oder diejenigen, 
deren Flocken sich in der Membrannaihe sammeln, so daf sie (Flachen- 
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ansicht!) einen dunkelroten Rahmen den Zellen geben. Alle diese Zellen 
sind tot. 


II. Eine weitere 
Gruppe bilden die- 
jenigen Zellen, bei 
welchen der Inhalt 
des Zellsaftraumes 
sich stark gefarbt 
und stark kontra- 
hiert hat. Die Va- 
kuole ist dunkelrot, 
klar oder schwach 
getriibt; ihre Ver- 
kleinerung ent- 
spricht der fiir das- 
selbe Objekt wie- 
derholt beschriebe- 
nen Vakuolenkon- 
traktion auch dar- 
in, daf die Vakuole 








— 


snes” 





Abb. 5b. Abb. 5c. 


Abb. 5. Unregelmafige Konturen 
der Vakuole. a—c: Sternformen, 
d: ‘T-Trager. 


an der wundnahen Schmal- 
seite der Zelle ihre Lage un- 
verandert beibehalt, an der 
anderen mehr oder weniger 
weit von der Querwand Abb. 5d. 

abriickt (Abb. 1—3); Vakuolen, die einen anderen Platz einnehmen. 
zeigen Abb. 4 und 5b. Die an den Aluminiumpraparaten sich abspielende 
Vakuolenkontraktion unierscheidet sich von der friiher beschriebenen durch 
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die besonders weitgehende Verkleinerung und durch die Deformationen, 
die die Vakuole erfahrt, sowie durch die Verinderungen, dié ihr Inhalt 
durchmachen kann. Die Gréfenabnahme kann oft so weit gehen, daf 
schlieRlich nur noch eine schwarzrote Kugel vorliegt, die etwa */,, bis 7/4 
des Zellenlumens in Anspruch nimmt; schlieflich ist die Vakuolenkugel 
nicht viel gréfer als der vom Neutralrot stark gefarbte Zellkern — 
dieser ist freilich in den Aluminiumpraparaten geschwollen; man kann 
an ihm eine stark gefirbte kérnige Rindenschicht unterscheiden, die ge- 
platzt ist und einen hyalinen Bruchsack aus sich herausireten lat 
(Abb. 5d), von dem nach der Sprengung nur noch ein zarter Hauizipfel 
sichtbar bleibt. 

Die kontrahierten Vakuolen fiillen zunachst noch die ganze Breite der 
Zelle; spiaiter werden sie zu einer Kugel oder einem unregelmaRig um- 
rissenen Gebilde, dessen Durchmesser kleiner ist als die Breite der Zelle. 
Indem sich der Vakuolenkérper stellenweise nicht von der Membran, bzw. 
dem ihr anliegenden Protoplasma abzulésen vermag, erfahrt er bei fort- 
gesetzter Volumenabnahme allerhand Formveranderungen: es entstehen 
sternférmig gelappte Gebilde (Abb. 5a) — oder anffallende T-Trager-For- 
men (Abb. 5d); der Umstand, daft bei letzteren benachbarte Zellen nicht 
selten an denselben Strecken ihren Inhalt an der Membran, bzw. dem Proto- 
plasma hiangen lassen, laf t annehmen, daft Qualitaten der Membran es sind, 
welche den Vakuolenkérpern Form und Lage der ,,negativen Plasmolyse- 
orte“ — s.v.v. — anweisen. Haufig ist der Fall, dai der Vakuolenkérper 
an vielen Stellen Faden spinnt, deren rote Farbe noch ihre Zugehérigkeit 
zur Vakuole dartut; in vielen anderen Fallen bleibt der Vakuolenkérper 
durch sehr zahlreiche feinste farblose Faden mit dem Protoplasma ver- 
bunden: wir haben es bei solchem Fadenspinnen mit einem Analogon zu den 
Hechtschen Faden des bekannten Plasmolysebildes zu tun; bei jenen liefern 
freilich die innersten Anteile des Protoplasmas und nicht seine periphe- 
rischen Schichten das fadenziehende Material (vgl. Weber 1921); der an 
Plasmafaden aufgehangte Vakuolenkérper erinnert an manche Bilder der 
normalen Zytogenese, in welchen wir den Zellenkern oder tote Inhaltsbestand- 
teile der Zelle an Plasmafiaden suspendiert finden. Zuweilen bleibt von dem 
Vakuolenkérper nur noch ein diinnes Spangen- oder Maschenwerk iibrig, 
das dem in Abb. 9 dargestellten (s.u.) ahnlich ist. Selten habe ich bei fort- 
gesetzter Verkleinerung den Vakuolenkérper in zwei Teilstiicke sich tropfig 
zerlegen sehen. 

Weitere besondere Eigenschaften der kontrahierten Vakuolen betreffen 
ihren Inhalt: er erfaihrt eine Triibung und eine Erstarrung. Der letzteren 
wegen habe ich bereits oben von einem Vakuolenkérper zu sprechen vor- 
gezogen; in vielen Fallen unserer gegerbten Praparate erfahren die Va- 
kuolensiifte offenbar Verainderungen, die sie den sogenannten ,,Inklusen“ 
reifender Friichte ahnlich machen (vgl. z. B. Hanausek 1910, Kiister 
1935). Formen wie die in Abb. 6 gezeigten lassen erkennen, daft dem sich 
kontrahierenden Vakuolenkérper kein Abrundungsbestreben mehr zu- 
kommt; sie zeigt einen Vakuolenkérper, der sich in der Langs- wie in der 
Querrichtung stark zusammengezogen hat. Schlieflich erhirtet der Va- 
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kuolenkérper zu einer starren Masse, die oftmals zerbricht (Abb. 7); in 
manchen Priparaten sind fast simtliche Zellen mit einem in zwei oder drei 
Teilstiicke zerfallenden Vakuolenkérper ausgestattet; die Bruchfliache ist 
eben oder zackig. 

Der plasmatische Inhalt der uns beschaftigenden Zellen liegt der Mem- 
bran an oder hebt sich von ihr ab; er ist oftmals knitterig und stark ge- 
kornt. 

Uber das Schicksal des Protoplasmas geben die mit n/2 oder n KNOs 
behandelten Schnitte Aufschlu&. Zahlreiche Zellen lassen ihren plasmati- 
schen Wandbelag deut- 
lich sichtbar werden, 
indem sich dieser von 
seiner Membran plas- 
molytisch weit abhebt 
— oder der Plasma- 
belag weicht nur stel- 
lenweise ein wenig 








zuriick — oder es las- 

sen sich gar keine Kon- 

traktionsbewegungen 

Abb. 6. Abb. 7. Abb. 8. an ihm erkennen. Im 
ersten Falle enthalten 

Abb. 6. Kontraktion der Vakuole in Quer- und Lings- die Zellen noch leben- 
richtung. diges, semipermeables 

Abb. 7. Bruch des Vakuolenkérpers. Protoplasma. Ihr Le- 

Abb. 8. Eindellung und Durchbrechung des Vakuolen- ben wird _ bezeugt 
kérpers in der Nahe des Zellkernes. durch den_ scharfen 


Kontur des sich kon- 
trahierenden Plasmas, die Geschwindigkeit und das hohe Mafi der Kon- 
traktion; das Plasma der anderen Zellen ist tot — zuweilen aber noch 
schwer durchlassig fiir das zugesetzte Salz; offenbar hat die fallende Wir- 
kung der Aluminium-Salzliésung eine semipermeable Niederschlagsmembran 
an der Protoplastenoberflache entstehen lassen, wie es bereits E. Schnei- 
der (1925) beschrieben hat. Die Semipermeabilitat des toten Protoplasmas 
erklart, daft viele Zellen den vom Protoplasma umspannten Raum mit einer 
neutralroten Fliissigkeit gefiillt zeigen — sei es, daff eine neutralrote Ver- 
bindung aus dem stark gefarbten und stark kontrahierten Vakuolenkérper 
exosmiert ist, sei es, da} in dem zwischen Protoplasma und Vakuole liegen- 
den Raum noch eine farbstoffspeichernde Substanz wirksam ist. 

In manchen Aluminiumsulfatpraparaten erfahrt das Protoplasma eine 
starke Veranderung, indem es nach dem Absterben zerreift — vermutlich 
eine Folge postmortaler synaeretischer Verkiirzung: es entstehen rundliche 
Foramina, deren Rand oft durch gestauchte Plasmamassen rahmenartig ver- 
dickt erscheint. 

Die kontrahierten, noch nicht erstarrten Vakuolenkérper zeigen in n/2 
oder n KNOs fortgesetzte Verkleinerungen (Abb. 10) oder wenigstens eine 
schwache oder starke Einstellung ihrer Umrisse, die einer Entquellung des 
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Vakuolenkérpers zu entsprechen scheint. Dabei entstehen iiberraschende 
Formen — z. B. dann, wenn der Vakuolenkérper namenilich in der Nahe 
des toten Zellenkernes eingedellt wird —, so stark, daft schlieflich ein Fora- 
men durch den Vakuolenkérper gestofen wird (Abb. 8); auch unabhiangig 
vom Zellenkern entstehen blasenahnliche Hohlraume, schlieflich kompli- 
zierte Maschenwerke (vgl. Abb. 9), die den oben beschriebenen ahnlich sind. 


Eine Verfliissigung erstarrter Vakuolenkérper unter 
dem Einflu& des Kaliumnitrats ist mir an meinen Ob- . 
jekten nicht aufgefallen; Hofmeister (1940) stellte 
an Boraginazeen fest, daft die durch Neutralrot herbei- 
gefiihrte Verfestigung des Zellsaftes in KNO, eine Er- 
weichung erfahren, aber auch bei lange wahrender 
Plasmolyse niemals aufgelést werden kann, wahrend 
die durch Plasmolyse herbeigefiihrte Verfestigung durch 
mechanische Mittel — wohl auf dem Wege der Thixo- 
tropie — riickgingig gemacht werden kann. 

Solange die Vakuolenkérper sich noch eine hinrei- 
chend hohe Fluiditaét bewahrt haben, kénnen selbst 
reich verzweigte Formen nach Zusatz von n KNO, sich 
noch abrunden (Abb. 9). 

Die Erstarrung zu spréden Kérpern, die der Va- Abb. 9. 
kuolenkérper durchmacht, erinnert an die Erscheinun- Umformung des 
gen, die Gickl horn (1929) an demselben Objekt nach Vakuolenkérpers 
Behandlung mit Kupfersalzlésungen eintreten sah. zu einem Maschen- 

werk nach Zusatz 

Verhiltnismafig selten habe ich an den Aluminiumpriipa- von mKNO;;_ in 
raten Zellen beobachtet, in deren gefarbten Vakuolen FE n t- der Mitte der Zelle 
mischungskugeln ausgefallen waren. Hiufiger war liegt der Kern. 
der Fall, da& auferhalb der Vakuolenkérper sich rote Kugeln 
oder den engen Raumverhiltnissen entsprechend mannigfaltig geformte Menisken, 
scheibenartig oder verzweigte kraftig rot gefiairbte Gebilde usw. zwischen Mem- 
bran und Vakuolenkérper zeigten, die so wie die ,,.Entmischungskugeln“ wohl als 
Koazervate im Sinne Bungenberg de Jongs aufgefaft werden diirfen (1932, 
1936). Uber die Bedingungen, unter welchen die auferhalb des Vakuolenkérpers 
liegenden Tropfen ausfallen, habe ich nichts ermitteln kénnen. Nach Zusatz von 
nKNO, verkleinern sie sich, ihr bisher glatter Kontur wird unregelmafig. 





Der Gehalt des lebendigen Protoplasmas an Imbibitions- oder Quellungs- 
wasser wird in erster Linie bestimmt von dem osmotischen Druck des Zellen- 
saftes, den das Protoplasma umgibt; und bleibt mit diesem konstant, so- 
lange die Feinstruktur des Protoplasmas unverandert bleibt; sehr viele 
Faktoren und selbst Agentien, deren ,,Unschadlichkeit™ von den Zytologen 
oft hervorgehoben wird, vermégen aber offenbar diese Struktur und mit 
ihr das Quellungsvermégen des Protoplasmas zu andern, so da dieses auch 
bei gleichbleibendem osmotischen Werte des Zellsaftes den ihm erreich- 
baren Héchstgrad von Quellung andern, ja selbst bei erhéhtem osmotischen 
Druck des Zellensaftes iiber das Ma des normalen Befundes hinaus seine 
Quellung fortsetzen kann. Héfler (1940) spricht von ,,aktiven Aufquellun- 
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gen leichten Grades“, die nach ihm vom osmotischen Druck des Zellsaftes 
unabhingig sind. 

Auch die starken Quellungen, die bei der Vakuolenkontraktion wirksam 
werden, sind als aktive Leistungen des Protoplasmas gewertet worden, wel- 
ches dem Zellsaft betrachtliche Anteile seines Wassergehaltes zu entziehen 
vermag. Die bereits wiederholt beobachteten Umkehrungen des Kontraktions- 
vorganges (Keil 1930, Henner 1934) sprechen dafiir, daft das Protoplasma 
bei diesem keinen irreversiblen Schaden genommen hat; andererscits lassen 
die gelegentlich warnehmbare Bildung von ,,Lakunen“ und das zerrissene 
Aussehen, das das Protoplasma nach starken Vakuolenkontraktionen zu- 
weilen erkennen la&t, zusammen mit den als Degenerations- und Absierbe- 
erscheinungen zuverlassig erkennbaren Veranderungen des Zellenkernes an 
der normalen Verfassung des Plasmaleibes zweifeln. Es hat gegeniiber den 
bisher gesammelten Erfahrungen vielleicht Interesse, an Zellen, deren Proto- 
plasma stark verandert und geschadigt worden oder schon tot ist, Beob- 
achtungen iiber Vakuolenkoniraktionen anzustellen. 

Das gelingt durch Gerbung des Protoplasmas mit Aluminiumsulfat. Die 
Vakuolenkontraktion, die unter dem Einfluf des Traumas und der Neuiral- 
rotfarbung sich an gegerbien Zellen vollzieht, gleicht im wesentlichen der- 
jenigen, die sich an ungegerbten Zellen gleicher Art abspielt, geht aber be- 
sonders weit und kombiniert sich mit stofflichen Veranderungen des Va- 
kuoleninhalts. 

Das Verhalten der Vakuole und des Protoplasmas fiihrt vor solchen Pri- 
paraten zu der Annahme, daft sich am Vakuoleninhalt synaeretische Ver- 
anderungen abspielen, d. h. daff die Vakuole unter Wasserabgabe sich ver- 
kleinert und sich dabei mit ihrem Wassergehalt dermaffen verausgaben 
kann, da schlieflich nur noch unscheinbare Reste von ihr sichtbar bleiben. 


Synaeretische Veranderungen sind fiir Zellensaftmassen verschiedener 
Art bereits diskutiert worden. Nahegelegt wurde die Vermutung einer 
Vakuolensynaerese wohl vor allem durch die auffallende Gruppe derjenigen 
Kontraktionserschemungen, bei welchen die Vakuole ihre ehemalige und die 
Form der Zelle in verkleinerten Mafen sich erhalt — auch dann, wenn es 
sich um komplizierte undulierte Zellenformen handelt. Dergleichen wurde 
an Boraginazeen, insbesondere an den Zellen ihrer Kronblatter, beobachtet 
(Gicklhorn u. Weber 1927; Weber 1934, 1936: Hofmeister 1940), an 
Erythraea (Weber 1937), an Hyacinthus (Kiister 1938); die Nieder- 
schlaige, die sich nach Behandlung mit basischen Farbstoffen auf der Ober- 
flache der Vakuolen bilden kénnen (Kiister 1946), waren ebenfalls hier 
zu nennen. 

Die an gegerbten Allium-Zellen beobachteten Veranderungen zeigen be- 
sonders weitgehende synaeretische Kontraktionen — sie spielen sich an dem 
Vakuoleninhalt ab, bis dieser erstarrt ist. 


Die Volumenabnahme der Vakuolen als eine Folge der Quellung des 
Protoplasmas aufzufassen, wird zum mindesten gegeniiber den besonders 
weit vorschreitenden Kontraktionen kaum zulissig sein: An den Alu- 
miniumpriaparaten bleibt das Protoplasma da, wo es sich weit von dem 
Vakuolenkérper getrennt hat, als diinner Schlauch erkennbar, der nur durch 
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zarte Faden noch mit dem Vakuolenkérper verbunden bleiben kann 
(Abb. 2), die einen plasmaleeren Raum durchspinnen. 

Diese Umstinde stellen uns vor die Frage, ob auch die in aluminium- 
freien Praiparaten nach Trauma und Neutralrotfirbung beobachtete Va- 
kuolenkontraktion immer mit Schwellung des Protoplasmas Hand in Hand 
geht oder gar durch eine solche veranlaft wird, oder ob — in allen oder 
wenigstens in den vorgeschrittenen Fallen der Kontraktion — eine synae- 
retische Veranderung der Vakuole oder zum mindesten der Vakuolenhiille 
das Primire ist, dem unter bestimmten Umstanden eine Quellung des 
Protoplasmas folgen kann, durch welche der von der Vakugle freigegebene 
Raum vollkommen oder unvollkommen wieder in 
Anspruch genommen wird. ai 

Die Beobachtungen an gegerbten Allium-Zellen \ 
rufen die von Weber (1934, 1936, 1937) mitgeteil- 
ten in Erinnerung und die Rolle, die Weber 
synaeretischen Veranderungen der Vakuole bei der 








Bildung der ,,Anthozyanophoren“ zugesprochen | 
hat. Ich habe seinerzeit Bedenken geadufert, mich j 
seiner Auffassung durchaus anzuschlieffen (K ii- 
ster 1939; vgl. auch Hofmeister 1940); die ae” & 





Ubereinstimmung, die zwischen manchen an ge- a 
gerbten Allium-Zellen beobachteten Bildern und = ayy 49, 


‘a , 5 : Abrundung 
den fiir andere Objekte friiher beschriebenen und 


eines Vakuolenkérpers 


selbst beobachteten besteht, nétigt zu einer Revi- nach Zusatz von 
sion der friiher von mir geauferten Meinung. n KNOs. 
Zusammenfassung 


Epidermiszellen der Zwiebeln von Allium cepa (Konvexepidermis) zei- 
gen in 25—5% Al-Sulfat-Lésung, die mit Neutralrot gefarbt ist, in 10 bis 
48 Stunden starke Veranderungen der Vakuole: diese verkleinert sich nach 
der Gerbung des Protoplasmas in zahlreichen Fallen sehr stark; das Proto- 
plasma geht friiher oder spiaiter zugrunde. Die Kontraktionsformen der 
Vakuole sind wechselnd, der Grad der Kontraktion héher als in nicht- 
gegerbten Zellen. Sie ist auf Synaerese der Vakuole zuriickzufiihren. 
SchlieBlich erstarren die Vakuolen und zerbrechen oftmals in zwei oder 
mehr Teilstiicke. 
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Ernst Kiister 


Zu seinem fiinfundsiebzigsten Geburtstag 
am 28. Junii949 


Die Protoplasmatiker begriifen Ernst Kiister an dem Tage, da sich 
sein Wiegenfest zum 75. Male jahrt, mit all der Herzlichkeit und Verehrung, 
die sie dem grofen und fiihrenden Forscher zollen. Als eine der vielseitig- 
sten und markantesten Forschergestalten steht K iister in der vordersten 
Reihe unserer Arbeitsgemeinschaft, seitdem sie sich vor mehr als zwei Jahr- 
zehnten zusammengefunden hat. 

Schier uniibersehbar reich liegt sein Lebenswerk vor uns. Die Schriften- 
liste nennt 19 selbstindig erschienene Werke und 287 sonstige Veréffent- 
lichungen. Von der beschreibenden Anatomie herkommend, wurde K iister 
friih durch Georg Klebs und Fritz Noll zur experimentellen Arbeit an- 
geregt. Er wandte sich zunachst Problemen des Wachstums und der Re- 
generation zu und fand dann bald in der Anatomie der Gallen ein erstes 
eigenstes Arbeitsgebiet, dem er seit 1900 zahlreiche Einzeibeitraige und spa- 
ter zwei Biicher widmete. In seiner Pathologischen Pflanzen- 
anatomie, die 1903 in erster, 1925 in dritier, sehr erweiterter Auflage 
erschien, hat er zum erstenmal ein grofes wissenschaftliches Gebiaude selbst 
aufgefiihrt und wohnlich eingerichtet. 

Wie G. Berthold, dessen Erbe er iibernahm, lernte er in Neapel in 
den Algen vorziigliche Versuchsobjekte kennen, Gestaltungsvorgange kau- 
sal zu verstehen und willkiirlich zu lenken. An Meeresalgen gelangen auch 
die ersten zellphysiologischen Entdeckungen. 

Seit 1909 etwa entwickelt er sich zum fiihrenden Zellforscher. Damals 
begannen ihn die Probleme der Plasmolyse zu fesseln. Waren auch die 
physikochemischen Grundlagen durch seine Vorganger gekliart, so war doch 
ihm die zytomorphologische Behandlung vorbehalten. Uber die Verschmel- 
zung nackter Protoplaste, iiber Inhaltsverlagerungen in plasmolysierten 
Zellen und Verainderungen der Plasmaoberflache bei Plasmolyse berichten 
1910 seine ersten richtunggebenden Studien, denen weitere in unverminder- 
ter Fiille und Originalitat bis in die jiingsten Jahre folgten. Im ersten Heft 
der Zeitschrift Protoplasma (1926) beschreibt er u.a. das Phainomen der 
Spontankontraktion der Vakuolen; die Mehrzahl der Arbeiten dariiber isi 
seither in unserer Zeitschrift erschienen. 

Ein anderes Lieblingsthema K iisters innerhalb der Zellforschung ist 
die Vitalfarbung. Hier schlossen sich an die grundlegende Arbeit 
»Uber die Aufnahme von Anilinfarben in lebende Pflanzenzellen“ (1911), 
in der er erstmalig die Farbstoffe mit dem Transpirationsstrom in der 
Pflanze aufsteigen lief’, eine lange Reihe wertvoller Beitrage, von denen 
viele in der von ihm redigierten Zeitschrift fiir wissenschaftliche Mikro- 
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skopie erschienen sind. Und es ist kennzeichnend fiir K tisters Forscher- 
persdnlichkeit, daf! die Hauptinteressengebiete, auf denen er einmal eine 
fiihrende Rolle erlangt hat, ihn weiter durch sein ganzes Leben begleiten. 

Ein Feld vieljahriger Beti&tigung ist auch die Mikroorganismenkultur, 
auf die sich ein geschiitztes, 1907 bis 1921 in drei Auflagen erschienenes 
Lehrbuch bezieht. 

Ernst K ister wurde ein Wegbahner der ex perimentellen Zell- 
physiologie, der er 1924 in Abderhaldens Handbuch die erste zusam- 
menfassende Darstellung, in jiingster Zeit wieder einen umfassenden, auch 
programmatisch wichtigen Sammelbericht! widmet. 

Die Zytomorphologie fand in ihm den unerreichien Meister. Es 
ist die Arbeitsrichtung, worin ihm die meisten Schiiler folgten, die durch 
sein Standardwerk .,Die Pflanzenzelle“ (1935) gekrént wird. Nicht nur 
eine einzigartige Literaturkenntnis, die das Schrifttum von alter bis zu 
neuester Zeit in gleicher Unmittelbarkeit umfaft, bekundet sich in diesem 
Werk; die begriffliche Durchdringung des durch die Sinneswahrnehmung 
Gebotenen und der Reichtum an Fragestellungen machen K iisters Zyito- 
morphologie zu einem Angelpunkt, der alle alteren gleichsinnigen Bestre- 
bungen in sich vereint und wovon alle kommenden ihren Ausgang nehmen 
miissen. Im Hauptwerk und den Originalarbeiten, die ihm folgten, wird 
oft bewuft die Analyse der gestellten Probleme anderen, jiingeren For- 
schern iiberlassen. — Die Morphologie des Protoplasmas ist von K iister 
geschaffen worden. 

Vorbereitet durch seine Pathologische Pflanzenanatomie, beseelt durch 
die Zielsetzung einer kausal arbeitenden experimentellen Zellforschung, 
konnte er zum Begriinder einer weiteren, heute in Bliite stehenden botani- 
schen Disziplin werden, der Pathologie der Zelle und des Proto- 
plasmas. Sie behandelt nicht nur die Erscheinungen, die den natiirlichen 
und gewaltsamen Tod begleiten, ihm vorangehen und nachfolgen, sondern 
auch jene Vorgange, die sich unter dem Einflu& abnormaler Bedingungen 
und nach gewaltsamen chemischen und physikalischen Eingriffen im Le- 
benssubstrat abspielen, gleichviel ob sie zum Tode der Zelle oder ihrer Teile 
fiihren oder reversibel sind. Diese von K itister gezogene Abgrenzung des 
Arbeitsgebietes scheint allgemein angenommen worden zu sein. Zwei zu- 
sammenfassende Darstellungen sind in der Reihe der Protoplasma-Mono- 
graphien erschienen. Die zweite (1937) behandelt die Pathologie der Pla- 
stiden, ein Kapitel, zu welchem K iister selbst reichlich beigetragen hat. 
Dies Buch hat im Schrifttum der folgenden Jahre besonders anregend 
gewirkt. 

In einer Zeit, in der die Morphologie iiberlebt und erschépft schien, da 
die wissenschaftliche Botanik von ihr abriickte und zumal in der Proto- 
plasmaforschung physikalisch-chemische Methoden fast allein daseins- 
berechtigt erschienen, hat uns Kiister die Gestaltungsvorginge in der 
Zelle von wissenschaftlicher Warte sehen und verstehen gelehrt und der 


1 Experimentelle Zellforschhung. Hinweis auf ihre wichtigsten Aufgaben. 
G. Fischer, Jena 1948. 
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jungen Generation durch sein Beispiel die Freude an der morphologischen 
Forschung wiedergegeben. 

Von Herzen wiinschen wir dem Jubilar, der, auf reichste Lebensernte 
zuriickblickend, auf voller Héhe seines Wirkens steht, noch lange gliickliche 
Jahre unverminderter Gesundheit und Schaffenskraft! 


K. Héfler, Wien. 


Schriftenliste bis 1948? 


* = in Buchform erschienene Werke. 


1897 


. Uber die anatomischen Charaktere der Chrysobalaneen, insbes. ihre Kiesel- 


ablagerungen (Bot. Cbl. LXIX, 1—46). Diss. 


. Uber Kieselablagerungen im Pflanzenkérper (Ber. d. D. Bot. Ges. 15, 136—138). 


1898 


. Zur Kenntnis der Bierhefe (Biol. Ztlbl. 18, 305—311). 
. Zur Morphologie der Hefezellen (Apothekerzeitung Nr. 51). 
. Uber das Wachstum der Knospen wiahrend des Winters (Beitr. z. wiss. Bot. 2, 


Abtl. II, 401—413). 


. Zur Anatomie und Biologie der adriatischen Codiaceen (Flora 85, 170—188). 
. Adriatische Algenflora (Natur und Haus 7, 88—90). 


1899 


. Uber Vernarbungs- und Prolifikationserscheinungen bei Meeresalgen (Flora 86, 


143—160). 


. Uber Stammverwachsungen (Jahrb. f. wiss. Bot. 33, 487—512). 
. Uber Derbesia und Bryopsis (Ber. d. D. Bot. Ges. 17, 77—84). 
. Uber Gewebespannungen und passives Wachstum bei Meeresalgen (Sitz.-Ber. 


Konigl. Preu&. Ak. d. Wiss. Berlin, Phys.-Math. Klasse, XLII, 1—32). 


. Das Aquarium und die Zoologische Station zu Neapel (Apothekerzeitung 


Nr. 32—33, 1—8). 


. Uber die Entdeckung der Plasmastrémung durch Bonaventura Corti (Natur- 


wiss. Wochenschr. 14, 135—137). 
1900 


14. Beitrige zur Anatomie der Gallen (Flora 87, 117—193). Habil.-Schrift. 


19. 


5. Uber einige wichtige Fragen der pathologischen Pflanzenanatomie (Biol. 


Zbl. 20, 529—543). 


. Bemerkungen iiber die Anatomie der Eichen (Bot. Cbl. 83, 1—8). 


1902 


. Cecidologische Notizen (Flora 90, 67—83). 
. Die Mendelschen Regeln, ihre urspriinglihhe Fassung und ihre modernen 


Ergainzungen (Biol. Zbl. 22, 129—136). 


1903 


Beobachtungen iiber Regenerationserscheinungen an Pflanzen (Beihefte z. Bot. 
Cbl. 14, 316—326). 


* Frau Dr. Irmgard Erb-Lanz, Giefen, sei fiir die Uberlassung der Liste 
herzlicher Dank gesagt. 
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. Cecidologische Notizen. 2. Uber zwei einheimische Milbengallen: Eriophyes 
diversipunctatus und E. fraxinicola (Flora 92, 380—395). 

. Uber die Eichengalle des Synophrus politus (Marcellia 2, 76—83). 

. Uber abnormale Gewebewucherungen an Pflanzen (Naturwiss. Wochensdhr. 
N. F. 2, 1—18). 

. Beobachtungen iiber Regenerationserscheinungen an Pflanzen II (Beihefte z. 
Bot. Cb]. 15, 421—426). 

24. Uber experimentell erzeugte Intumeszenzen (Ber. d. Bot. Ges. 21, 452—458). 

5. Pathologische Pflanzenanatomie. VII u. 312 pp. Jena. 


1904 


. Experimentelle Untersuchungen iiber Wurzel- und Sprofbildung an Steck- 
lingen (Ber. d. D. Bot. Ges. 22, 167—170). 

. Beitrage zur Kenntnis der Wurzel- und Sprofbildung an Stecklingen (Jahrb. 
f. wiss. Bot. 40, 279—302). 

. Zur Morphologie der von Eryophyes dispar erzeugten Galle (Marcellia 3, 
60—63). 

. Ciliaten in Valoniazellen (Arch. f. Protistenk. 4, 384—390). 

. Beitraige zur Physiologie und Pathologie der Pflanzenzelle (Ztschr. f. allg. 
Physiol. 4, 221—243). 

. Vergleichhende Betrachtungen iiber die abnormalen Gewebe der Tiere und 
Pflanzen (Miinchener Med. Wochenschr. 46, 1—10). 

. Notiz iiber die Wirrzépfe der Weiden (Naturwiss. Zeitschr. f. Land- u. Forst- 
wirtschaft 3, 124—127). 1905 


. Uber den Einflu& von Lésungen verschiedener Konzentration auf die Orien- 
tierungsbewegungen der Chromatophoren (Ber. d. D. Bot. Ges. 23, 254—256). 

. W. J. Behrens (Ber. d, D. Bot. Ges. 22, [39]—[44)). 

. Entomologisches Arbeitsmikroskop von Briider Ortner & Co. (Ztschr. f. wiss. 
Mikrosk. 20, 429—430). 

». Allgemeine Phytopathologie und pathologische Anatomie (Jahresber. iiber 
d. Neuerungen u. Leistungen auf d. Gebiet d. Pflanzenkrankheiten 5, 1—36). 

. Allgemeine Phytopathologie und pathologische Anatomie der Pflanzen (Jahres- 
ber. iiber d. Neuerungen u. Leistungen auf d. Gebiet d. Pflanzenkrankheiten 6, 
1—26). 

. Allgemeine Phytopathologie und pathologische Anatomie der Pflanzen (Jahres- 
ber. iiber d. Neuerungen u. Leistungen auf d. Gebiet d. Pflanzenkrankheiten 7, 
1—721). 1906 

. Uber zwei organoide Gallen: Die Wiederholung blattrandiger Strukturen auf 
Blattspreiten (Marcellia 5, 44—48). 

40. Uber den Einflu& wasserentziehender Liésungen auf die Lage der Chromato- 
phoren (Ber. d. D. Bot. Ges. 24, 255—259). 

. Normale und abnormale Keimungen bei Fucus (Ber. d. D. Bot. Ges. 24, 
522—528). 

42. Histologishe und experimentelle Untersuchungen iiber Intumeszenzen 

(Flora 96, 527—537). 

43. Uber meine Zentrifugenversuche an Weidenstecklingen (Bot. Ztg. 64, 353—355). 


1907 


44. Uber die Beziehungen der Lage des Zellkerns zu Zellwachstum und Mem- 
branbildung (Flora 97, 1—23). 
5. Anleitung zur Kultur der Mikroorganismen. 201 pp. Leipzig u. Berlin. 


71. 
. Uber die Gallen der Pflanzen (Fortschritte d. naturwiss. Forschung 8, 115—160). 
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1908 


Keimung und Entwicklung von Schimmelpilzen in gebrauchten Nahrlésungen 
(Ber. d. D. Bot. Ges. 26a, 246—248). 


. Eine kultivierbare Peridinee (Arch. f. Protistenk. 11, 351—362). 
. Allgemeine Phytopathologie und pathologishe Anatomie der Pflanzen 


(Jahresber. iiber d. Gebiet d. Pflanzenkrankheiten 8, 1—18). 


. Allgemeine Phytopathologie und pathologische Anatomie der ‘Pflanzen 


(Jahresber. iiber d. Gebiet d. Pflanzenkrankheiten 9, 1—17). 


. Neue Ergebnisse auf dem Gebiet der pathologischen Pflanzenanatomie 


(Ergebn. d. allg. Pathologie u. patholog. Anatomie d. Menschen u. d. Tiere XI, 
I, 387—454). 1909 


. Uber chemische Beeinflussung der Organismen durch einander (Vortr. u. Auf- 


satze tiber Entwicklungsmechanik d. Organismen, H.6, 1—25). 


. Aufgaben und Ergebnisse der entwicklungsmechanischen Pflanzenanatomie 


(Progressus rei botanicae 2, 455—557). 


53. Uber die experimentelle Erforschung des Zellenlebens (Naturwiss. Wochenschr. 


N. F. 8, 1—16). 


54. Die Wirkung fluoreszierender Farbstoffe in Pflanzenzellen (Aus der Natur 2, 


494496). 1910 


. Uber die Verschmelzung nackter Protoplasten (Ber. d. D. Bot. Ges. 27, 


589—598). 


. Uber die Sprofihnlichkeit der prosoplasmatischen Gallen (Marcellia 9, 


159—160). 


. Eine Methode zur Gewinnung abnorm grofer Protoplasten (Arch. f. Ent- 


wicklungsmech. d. Organismen 30, 351—355). 


. Uber organoide Gallen (Biol. Zbl. 30, 116—128). 
. Uber Inhaltsverlagerungen in plasmolysierten Zellen (Flora 100, 267—287). 
. Uber Veranderung der Plasmaoberflache bei Plasmolyse (Ztschr. f. Botanik 2, 


689—717). 


. Die Silphiumfrage (Aus der Natur 5, 744—747). 
. Die Zoocecidien Deutschlands und ihre Bewohner (Zoologica, H.61, 105—165). 


1911 


. Uber die Aufnahme von Anilinfarben in lebende Pflanzenzellen (Jahrb. f. 


wiss. Bot. 50, 261—288). 


. Uber améboide Formverinderungen der Chromatophoren héherer Pflanzen 


(Ber. d. D. Bot. Ges. 29, 362—369}. 


. Zoocecidien aus der Umgegend von Kiel (Schriften d. Naturwiss. Vereins f. 


Schleswig-Holstein 15, 77—88). 


. Die Gallen der Pflanzen. X u. 437 pp. Leipzig. 


1912 


. Eduard Strasburger (Miinchener Med. Wochenschr. Nr. 26: 1—9). 
. Eduard Strasburger in memoriam (Sitz.-Ber. d. Niederrh. Ges. f. Natur- u. 


Heilkunde, Bonn, Naturwiss. Abt., Jahrg. 1912, 1—14). 
Pflanzenkrankheiten (Handwéorterb. d. Naturw. 7, 646—654). 


. Noch einmal die Silphiumfrage (Aus der Natur 7, 588—590). 


1913 
Gallen (Handwéorterb. d. Naturw. 4, 440—462). 
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73. Beitriige zur Kenntnis der Liesegangschen Ringe und verwandter Phanomene 
(Kolloidzeitschr. 13, 192—194). 

74. Uber die Entstehung Liesegangscher Zonen in kolloidalen Medien (Sitz-Ber. 
d. Niederrhein. Ges. f. Natur- und Heilkunde zu Bonn, Naturwiss. Abt., 
Jahrg. 1913, 1—12). 

75. Uber die Schichtung der Stirkekérner (Ber. d. D. Bot. Ges. 31, 339—346). 

*76 Anleitung zur Kultur der Mikroorganismen. 218 pp. 2. Aufl. Leipzig u. Berlin. 

*77. Uber Zonenbildung in kolloidalen Medien. X u. 111 pp. Jena. 


1914 
78. Zelle und Zellteilung (Handwérterb. d. Naturw. 10, 748—807). 
79. Uber rhythmische Strukturen im Pflanzenreich (Naturwiss. H.4, 1—16). 
80. Uber rhythmische Kristallisation (Kolloidzeitschr. 14, 307—319). 
81. Uber Anthocyan-Zeichnung und Zellenmutation (Ber. d. D. Bot. Ges. 33, 
536—537). 
82. Uber gleitendes Wachstum (Naturwiss. 2, 1045—1046). 
83. Neue Untersuchungen iiber Chromatophoren und Pyrenoide (Naturwiss. 2, 


994995). 
1915 
84. Vom Krieg und vom deutschen Bildungsideal (Deutsche Kriegsschriften, 5. H., 
1—27). 
85. Fiir Hérer aller Fakultaten (Studentischhe Rundschau 10, 9—10). 
1916 


86. Uber die morphologischhen Charaktere der Liesegangschen Ringe (Kolloid- 
zeitschr. 18, 107—116). 

87. Uber den Rhythmus im Leben der Pflanzen (Ztschr. f. allg. Physiol. 17, 15—43). 

88. Beitraige zur Kenntnis des Laubfalles (Ber. d. D. Bot. Ges. 34, 184—193). 

89. Der Rhythmus im Leben der Pflanze (Ostergru8 der Rhein. Friedr.-Wilh.- 
Univ. Bonn an ihre Angehérigen im Felde, 57—62). 

*90. Pathologische Pflanzenanatomie. XI u. 447 pp. 2: Aufl. Jena. 


1917 
91. Die Verteilung des Anthocyans bei Coleus-Spielarten (Flora 10, 1—33). 
(92.) Mahnung zur Ausnutzung der Wildgemiise (Aus der Natur, 375—378). 
(93.) Kriegsgemiise (Verein z. Férderung d. Museums f. Volkshygiene, H. 1, 1—11). 
(*94.) Wildgemiise und andere Kriegspflanzenkost. 47 pp. Leipzig. 


1918 
95. Uber Mosaikpanaschierung und vergleichbare Erscheinungen (Ber. d. D. Bot. 
Ges. 36, 54—61). 
96. Uber Vakuolenteilung und grobschaumige Protoplasten (Ber. d. D. Bot. 
Ges. 36, 283—292). 
97. Uber rhythmisches Dickenwachstum (Flora 11, N. F., 621—640). 
98. Uber Aufgaben und Ergebnisse der Entwicklungsmechanik der Pflanzen 
(Naturwiss. Wochenschr. N. F. 17, 193—200). 
99. Uber Vitalfarbung der Pflanzenzellen I (Ztschr. f. wiss.. Mikrosk. 35, 95—100). 
(100.) Feldpostbrief (Hundert Jahre A. Marcus u. E. Webers Verlag, 39—42). 
101. Georg Klebs (1857—1918) (Naturwiss. 6, 681—683). 
102. Georg Klebs (Leopoldina 55, 35—36). 


1919 
103. Uber sektoriale Panaschierung und andere Formen der sektorialen Differen- 
zierung (Monatshefte 12, 37—84). 





104. 
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Uber weiftrandige Blatter und andere Formen der Buntblattrigkeit (Biol. 
Zbl. 39, 212—25i). 


(105.) Gehélzprodukte (Mitt. d. D. Dendr. Ges. 27, 249—252). 


106. 
107. 


108. 


109. 
110. 


1}. 


112, 
113. 


*414. 


115. 
116. 


117. 


119. 
120. 


130. 


Georg Klebs (Ber. d. D. Bot. Ges. 36, [90|—[116]). 

Bemerkungen zu Mayers Verdeutschungsvorschlagen (Ztschr. f. wiss. Mikrosk. 
36, 37—39). 

Beitriige zur Kenntnis der panaschierten Laubgehélze I u. II (Mitt. d. D. 
Dendr. Ges. 28, 85—88). 

Einige alte Gallenbilder (Naturwiss. Wochenschr. N. F. 18, 766—769). 
Belgische Garten des 15. Jahrhunderts (Repert. f. Kunstwiss. 41, 148, 5 pp.). 


1920 
Stickstoffgewinnung der Pflanzen (Naturwiss. Monatshefte f. d. biol., chem., 
geograph. u. geolog. Unterricht 19, 97—102). 
Die Gewiirze (Sonderdruck aus Buchka: Lebensmittelgewerbe, S. 311—368). 
Uber pflanzengeographische Lehrmittel (Naturwiss. Monatshefte f. d. biol., 
chem., geograph. u. geolog. Unterricht 19, 166—167). 
Lehrbuch der Botanik fiir Mediziner. VIII u. 420 pp. Leipzig. 


1921 
Adolph Hansen (Ber. d. D. Bot. Ges. 38, [66]—[77]). 
Botanische Betrachtungen iiber Alter und Tod (Abh. z. theoret. Biol. Heft 10. 
Berlin). 
Uber Fagus silvatica var. asplenifolia (Mitt. d. D. Dendr. Ges. 31, 137—140). 


. Zur Kenntnis der panaschierten Gehélze III (Mitt. d. D. Dendr. Ges, 31, 
141—143). 
Uber sektorial differenzierte Apfel (Monatsh. f. naturwiss. Unterr., 40—44). 


Uber Vitalfairbung der Pflanzenzellen II, III, IV (Ztschr. f. wiss. Mikrosk. 38, 
280—292). 


. Uber Schwellungsdeformationen bei pflanzlichen Zellkernen (Ztschr. f. wiss. 


Mikrosk. 38, 350—357). 


. Das Typhetum in der friihen deutschen Graphik (Naturwiss. Wochenschr. 


N. F. 20, Nr. 4, 49—52). 


23. Mainzer Gartenkunst (Westmark, S. 582—586). 
24. Anleitung zur Kultur der Mikroorganismen. 233 pp. 3. Aufl. Leipzig und 


Berlin. 
1922 


. Volkstiimliche und kiinstlerische Gartengestaltung (Biol. Lehrausflug, S. 224). 
. Zur Kenntnis der panaschierten Gehélze IV (Mitt. d. D. Dendr. Ges. 32, 


110—112). 


. Uber die Darstellung der Pflanze in der bildenden Kunst (Westmark, S. 906 


bis 922). 


. Mikroskopiscie Messung osmostischer Gewebeschwellungen (Ztschr. f. wiss. 


Mikrosk. 39, 206—208). 


. Aufgaben und Forschungswege der Pflanzenteratologie (Monatsh. f. Natur- 


wiss. Unterr., S. 33—47). 
Uber ungeheuerliche und abenteuerliche Pflanzen (Westmark, S. 129—1339). 


(131.) Alter und Tod der Pflanzen (Berliner Tageblatt, Nr. 459). 


182. 


133. 


1923 
Uber Manganniederschlige auf photosynthetischh tiatigen Pflanzenzellen 
(Ztschr. f. wiss. Mikrosk. 40, 299—306). 
Botanische Betrachtungen iiber Gewebekorrelationen (Biol. Zbl. 43, 302—311). 








138 


137. 


*140. 
*141, 
142. 
143. 
144. 


145. 


. Uber Vitalfarbung von Pflanzenzellen mit Phthaleinen. 


K. Hofler 


. Zur Kenntnis der panaschierten Gehélze V und VI (Mitt. d. D. Dendr. Ges. 


33, 183—188). 


. Adventivwurzeln bei Pinus montana (Mitt. d. D. Dendr. Ges. 33, 237). 


1924 


5. Botanische Betrachtungen iiber experimentelle Zellenphysiologie (Jap. Dt. 


Ztschr. f. Wiss. u. Technik 2, H. 3). 

Zur Kenntnis der panaschierten Gehélze VII (Mitt. d. D. Dendr. Ges. 34 
136—139). 

Experimentelle Physiologie der Pflanzenzellen (Abderhaldens Handb. d. Biol. 
Arbeitsmeth. Abt. XI, Teil 1, Heft 7, Lief. 134, 961—1058). 


> 


(139.) Der botanische Garten (Giefener Hochschulblitter, 6. Sonderbeilage z. GieB. 


AZ: 9. 26—Ze). 
1925 


La coltura dei microorganismi. Avviamento alla tecnica microbiologica. 
Milano. Traduzione italiane A. Scarpellini (Manuali Hoepli). 406 pp. 
Pathologische Pflanzenanatomie. XII und 558 pp. 3. Aufl. Jena. 
Cecidologische Notizen III (Flora 118—119, 339—345). 

Zur physiologischen Chemie einiger Blattfleckenkrankbeiten (Ber. Oberh. Ges. 
fiir Natur- und Heilk. GieBen, N. F. Naturwiss. Abt. 10, 3—9). 

Uber die vermeintlichen Metastasen pflanzlicher Geschwiilste (Ber. d. Ober- 
hess. Ges. f. Natur- u. Heilk. GieBen, N. F. Naturwiss. Abt. 10, 21—27). 
Uber experimentell erzeugbare Gallen (Monatsh. f. naturwiss. Unterr. 6, 
20—29). 


9. Beitrige zur Kenntnis der panaschierten Gehélze VIII—XIII (Mitt. d. D. 


Dendr. Ges. 35, 146—155). 


. Pflanzenschutzbestrebungen in Oberhessen (Giefener Anzeiger, Jubil.-Aus- 


gabe, 1750—1925, S. 26—27). 


. Neue Hilfsmittel zur Erforschung der Regenerationsvorginge (Ber. d. Ober- 


hess. Ges. f. Natur- u. Heilk. GieBen, N. F. Naturwiss. Abt. 10, 49—51). 


9. Regenerationserscheinungen an Bakteriengallen (Flora 120, 179—197). 


1926 


. Zur Atiologie der Panaschierungen (Ztschr. f. Pflanzenkrankh. 36, 129—142). 
. Uber einige Fragen der vergleichenden Pathologie (Jap. Dt. Ztschr. f. Wiss. 


u. Technik 4, H. 2—3). 


. Uber die Zeichnungen der Blatter und Bliiten (Fortschr. d. Naturwiss. For- 


schung 12, 71—153. Berlin, Wien). 


. Beitrage zur Kenntnis der Plasmolyse (Protoplasma 1, 73—104). 
. Uber Vitalfairbung von Pflanzenzellen mit Phthaleinen (Ber. d. Oberhess. 


Ges. f. Natur- u. Heilk. Giefen, N. F. Naturwiss. Abt. 11, 8—16). 


. Vergriinung bei Dactylis (Ber. d. Oberhess. Ges. f. Natur- u. Heilkunde, 


Giefen, N. F., Naturwiss. Abt. 11, 28—33). 


5. Probleme der pathologischen Pflanzenanatomie. Problemes de phytotomie 


pathologique (Scientia, S. 297—308). 


. Uber vitale Protoplasmafarbung. Uber Vitalfarbung der Pflanzenzellen V 


(Ztschr. f. wiss. Mikrosk. 43, 378—381). 


58. Beitrage zur Kenntnis der panaschierten Gehélze XIV—XVII (Mitt. d. D. 


Dendr. Ges. 37, 258—271). 


. Neubildungen am Pflanzenkérper (Handb. d. normalen u. patholog. Phy- 


siol. 14, 2. Halfte, 1195—1210). 
1927 
2. Mitt. (Ber. d. 
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185. 
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Oberhess. Ges. f. Natur- u. Heilkunde, GieBen, N. F., Naturwiss. Abt. 11, 
65—67). 

Anatomie des panaschierten Blattes (Handb. d. Pflanzenanatomie, Abt. II, 
Teil. 2, Lief. 19). 68 pp. Berlin. 

Uber den Nachweis oxydierender Fermente (Uber Vitalfarbung der Pflanzen- 
zellen VI) (Ztschr. f. wiss. Mikrosk. 44, 31—36). 


. Beitriige zur Physiologie und Pathologie der Chloroplasten (Protoplasma 2, 


65—79). 


. Bemerkungen zur Archiplasmatheorie (Ber. d. Oberhess. Ges. f. Natur- u. 


Heilkunde, GieBen, N. F., Naturwiss. Abt. 11, 8 pp.). 


. Gartenkunst in Spanien (Giefener Anzeiger Nr. 74, Beilage Giefener Familien- 


blatter). 


. Regnerationserscheinungen bei Pinellia tubifera (Ber. d. Oberhess. Ges. f. 


Natur- u. Heilkunde, GieBen, N. F., Naturwiss. Abt. 12, 3—10). 


. Uber die Gewinnung nackter Protoplasten (Protoplasma 3, 223—233). 


Gartenbepflanzung und Heimatkunde (Heimat im Bild, 1927, S. 153). 
1928 


. Die Garten von San Remigio (Leipziger ill. Ztg., Nr. 4328, 292—293). 
. Das Verhalten pflanzlicher Zellen in vitro und in vivo (Arch. f. exp. Zell- 


forschung 7, 28—42). 


. Kultur der Algen und Pilze (Methodik d. wiss. Biologie 2, 315—334). 
. Vitalfirbungen (Methodik d. wiss. Biologie 1, 827—847). 
. Beitrige zur Kenntnis der panaschierten Gehélze XVIII—XXII (Mitt. d. D. 


Dendr. Ges. 40, 249—267). 


. Althessische Bauerngirten (Nachr. GieB&. Hochschulges. 6, Heft 2). 


1929 


. Beobachtungen an verwundeten Zellen (Protoplasma 7, 150—170). 
. Friihe Mitteilungen iiber Plasmaraketen, Plasmatentakeln und Plasmazungen 


(Protoplasma 7, 446—447). 


. Uber Panaschierung (Proceed. internat. congress of Plant Sciences, Ithaca 2, 


1254-1262). 


. Beitraége zur Kenntnis der panaschierten Gehélze XXIJI—XXVII (Mitt. d. D. 


Dendr. Ges. 41, 348—356). 


. Pathologie der Pflanzenzelle. J. Pathologie des Protoplasmas (Protoplasma- 


Mongraphien 3). 200 pp. Berlin. 


. Botanische Betrachtungen iiber tausendjihrige Kalender (Schliissel zum Welt- 


geschehen 5, 84—87). 


. Beitraége zur zellenphysiologischen Methodik I, II (Protoplasma 5, 191—200). 


1930 


. Beitrige zur Kenntnis der panaschierten Gehélze XXVIII—XXX (Mitt. d. D. 


Dendr. Ges. 42, 322—324). 
Uber verirrte Gallen (Biol. Zbl. 50, 665—703). 
Anatomie der Gallen (Linsbauers Handb. d. Pflanzenanatomie, Lief. 26, 
198 pp.). 

1931 
Cecidologische Beobachtungen auf der Insel Sylt (Marcellia 27). 
Beitrage zur Kenntnis der panaschierten Gehélze XXXI—XXXII (Mitt. d. D. 
Dendr. Ges. 43, 343—348). 
Uber Protoplasmatentakeln und Vakuolenzerkliiftung (Ber. d. D. Bot. Ges. 60, 
123—133). 
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. Uber Zonenbildung in kolloidalen Medien. 2. Aufl. Jena. 124 pp. 
: 1932 
. Pflanzenkrankheiten (Nichtparasitire) (Handwérterb. d. Naturwiss., 2. Aufl. 
7, 838—846). 
. Priifung von Pflanzenzellen auf hysteretische Verinderungen (Ztschr. f. wiss. 


Mikrosk. 49, 367—369). 


. Uber die Bildung semipermeabler Kernmembranen (Beitrag zur Pathologie 


des Zellkerns) (Ber. d. D. Bot. Ges. 50, 350—358). 


. Hexenbesen an der Fichte (Mitt. d. D. Dendr. Ges. 44, 305—306). 
. Beitrage zur Kenntnis der panaschierten Gehélze XXXIII—XXXVI (Mitt. d. 


D. Dendr. Ges. 44, 390—395). 


. Die Protoplasmablasen der Caulerpa (Beitriige zur Pathologie des Proto- 


plasmas) (Protoplasma 16, 215—236). 


. Pflanzendarstellungen auf griechischen Unterweltsbildern (Forsch. u. Fort- 


schr. 8, Nr. 30). 


5. Protoplasmabewegungen in zentrifugierten Zellen (Ber. d. Oberhess. Ges. f. 


Natur- u. Heilkunde, GieBen, N. F., Naturwiss. Abt. 15, 194—218). 
1933 


. Beitrage zur Kenntnis der panaschierten Gehélze XXXVII—XLI (Mitt. d. D. 


Dendr. Ges. 45, 286—293). 


. Die Plasmodesmen von Codium (Beitrige zur Pathologie des Protoplasmas) 


(Protoplasma 19, 335—349). 


. Dellen und Lécher im Protoplasma lebender Pflanzenzellen (Protoplasma 19, 


443—451), 


. Gallen (Handworterb. d. Naturwiss., 2. Aufl., 4, 559—579). 
. Hundert Jahre Tradescantia. 36 pp. Jena. 
. Untersuchungen von Zellsaft und lebendem Protoplasma pflanzlicher Zellen 


in Paraffinél (Beitrage zur zellenphysiologischen Methodik III) (Ztschr. f. 
wiss. Mikrosk. 50, 208—213). 


. Anisotrope Plastiden (Ber. d. D. Bot. Ges. 51, 523—525). 
. Uber Zellsaft, Protoplasma und Membran von Bryopsis (Beitrage zur Patho- 


logie des Protoplasmas) (Ber. d. D. Bot. Ges. 51, 526--536). 


1934 


. Beitraége zur Morphologie der panaschierten Gewachse (Biol. Zbl. 54, 89—95) 
. G. Berthold zum 80. Geburtstag (Protoplasma 22, 1—3). 


. Zelle und Zellteilung (Botanisch) (Handwérterb. d. Naturwiss., 2. Aufl., 10, 
768—817). 
. Beitrage zur Kenntnis der panaschierten Gehélze XLII—XLIV (Mitt. d. D. 


Dendr. Ges. 46, 116—121). 


. Harpochytrium in Hessen (Ber. d. Oberhess. Ges. f. Natur- u. Heilkunde, 


GieBen, N. F., Naturwiss. Abt. 16, 66—68). 


. Anisotrope Fibrillenbiindel in Pflanzenzellen (Ber. d. D. Bot. Ges. 52, 564—573). 
. Anisotrope Plastiden und Zellkerne (Ber. d. D. Bot. Ges. 52, 626—634). 


. Wie unterscheiden sich Tiere und Pflanzen? (Nachr. Gie&. Hochschulges. 10, 
2936). 
. Probleme der Pflanzengallen (Ber. d. Oberhess. Ges. f. Natur- u. Heilkunde, 


GieRen, N. F., Naturwiss. Abt. 16, 69—79). 


. Das Schwarze Brett der Universitat GieBen vom Jahre 1844 (Heimat im Bild, 


GieBener Anzeiger Nr. 7, S. 27). 
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1935 
215. G. Chr. van Walsem. Nachruf (Ztschr. f. wiss. Mikrosk. 52, 104). ‘ 
216. Anisotropic elements of the plant cell (Journ. R. Micr. Soc. 55, 99—101). 
*217, Die Pflanzenzelle. Vorlesungen iiber normale und pathologische Zytomorpho- 
logie und Zytogenese. XII u. 672 pp. Jena. 

218. Beitrage zur Kenntnis der panaschierten Gehélze XLV—XLIX (Mitt. d. D. 

Dendr. Gel. 47, 175—181). 
1936 

219. Uber die Bildung plasmatischer Scheinwande nach Plasmolyse (Ber. d. D. 
Bot. Ges. 53, 823—833). 

220. Uber das Fadenziehen der Plastidensubstanz (Ber. d. D. Bot. Ges. 53, 834—842). 

221. Mesogerron in Hessen (Ber. d. Oberhess. Ges. f. Natur- u. Heilkunde, Giefen, 
N. F., Naturwiss. Abt. 17, 65—71). 

222. Plagiospermum in Hessen (Ebenda, 57—64). 

223. Probleme und Ergebnisse der experimentellen Zellforschhung (Ebenda, 
127—1339). 

224. F. A. F. C. Went. Nachruf (Ber. d. D. Bot. Ges. 53, Gen. Vers. Heft, 97—120), 

225. Systrophe und Messung des Protoplasmas. Beitr. z. zellphysiol. Methodik 
(Ztschr. f. wiss. Mikrosk. 52, 427—433). 

26. Uber kernlose Zellen (Cytologia 7, 264—271). 

227. Uber die experimentelle Erforschung, insbesondere die experimentelle Kon- 
stitutionspathologie der Pflanzenzelle. Ein Programm (Arch. f. experim. 
Zellforschung 19, 1—15). 

228. Beitraige zur Kenntnis der panaschierten Gehélze L—LII (Mitt. d. D. Dendr. 
Ges. 48, 166—171). 

229. Uber Grubenbildung im lebendigen Protoplasma (Ber. d. D. Bot. Ges. 54, 
574—579). 

230. Phaeophila floridearum (Ber. d. D. Bot. Ges. 54, 580—589). 

231. Bemerkungen zu der Abhandlung I. Lanz ,,Uber die Wirkung des Chryso- 
idins“ (Ztschr. f. wiss. Mikrosk. 53, 435—437). 


1937 

232. Die Gallertbildungen bei Amphipleura rutilans (Archiv. f. Protistenkunde 88, 
211—235). 

233. Gottfried Berthold. Nachruf (Ber. d. D. Bot. Ges. 54, [100]—[121)). 

234. Problémes de cytologie végétale et de pathologie de constitution cellulaire 
(Cellule 45, 373—383). 

235.. Anisotrope Plastiden. 3. Mitteilung (Ztschr. f. wiss. Mikrosk. 54, 88—94). 

*236. Pathologie der Pflanzenzelle. Teil I1: Pathologie der Plastiden (Protoplasma- 
Monogr. 13), 152 pp. Berlin. 

237. Uber die Plasmaamoeben der Konjugatenzelle (Sitz.-Ber. d. Akad. d. Wiss. 
Budapest 56, 289—302). 

238. Zur Teratologie der Plastiden (Cytologia, Fujii-Jubilaumsband, 1—8). 

239. Uber Plasmapfropfungen (Forsch. u. Fortschr. 13, 301—302). 

240. On the histological structure of some australian galls (Proceed. Linnean 
Soc. New South Wales 62, 57—64). 

241. Uber die experimentelle Erforschung der Pflanzenzelle (Schriften d. Vereins 
z. Verbreitung naturwissenschaftlicher Kenntnisse, Jahresbericht, Wien 1936). 

242. Beitriage zur Kenntnis der panaschierten Gehélze LIII—LIX (Mitt. d. D. 
Dendr. Ges. 49, 70—79). 

243. Normale und abnorme Keimungen bei Fucus (II. Mitteilung) (Ber. d. D. Bot. 
Ges. 55, 598—605). 


Protoplasma, Bd. XXXIX 1. 3 
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267. 


K. Hoéfler 


. Hans Molisch (Ztschr. f. wiss. Mikrosk. 54, 377—378). 
. Uber Vakuolenkontraktion und Membranfiarbung bei Helodea nach Behand- 


lung mit Vitalfarbemitteln. Beitrige zur zellenphysiologischen Methodik; V 
(Ztschr. f. wiss. Mikrosk. 54, 433—444). 


1938 


. Uber Hyacinthus, ein neues, zur Untersuchung der Vakuolenkontraktion ge- 


eignetes Objekt. Beitriige zur zellenphysiologischen Methodik VI (Ztschr. f. 
wiss. Mikrosk. 55, 26—40). 


. Uber Vakuolenkontraktion (Ber. d. Oberhess. Ges. f. Natur- u. Heilkunde, 


GieBen, N. F., Naturwiss. Abt. 18, 148—158). 


. Uber Vererzungs-, insbes. iiber Vergoldungserscheinungen an Pflanzenzellen 


(Ztschr. f. wiss. Mikrosk. 55, 166—197). 


. Baume und Baumkronen in Altdorfers Kunst (Forsch. u. Fortschr. 14, 


408—409). 


. Die Entwicklung der Lehre von der Pflanzenzelle (Aschoff, Kiister u. 


W. J. Schmidt, Hundert Jahre Zellforschung; Protoplasma-Monographien 17, 
3—63). 


. Beitriige zur Kenntnis der panaschierten Gehélze LXK—LXXIII (Mitt. d. D. 


Dendr. Ges. 51, 119—138). 
1939 


. Problemi di citologia sperimentale vegetale (Malpighia 35, 16 pp.). 
. Uber Membranbildung an kontrahierten Protoplasten héherer Pflanzen 


Ztschr. f. wiss. Mikrosk. 56, 63—65). 


. Beobachtungen an Plasmaexplantaten von Bryopsis. Beitrage zur Methodik 


der Plasmauntersuchungen (Ztschr. f. wiss. Mikrosk. 56, 113—147). 


5. Beitraége zur entwicklungsmechanischen Anatomie der Pflanzen. Heft 2: Uber 


Plasmapfropfungen. Jena. 80 pp. 


. Vital staining of plant cells (Botan. Review 5, 351—370). 


- Vakuolenkontraktion und Anthocyanophoren (Cytologia 10, 44—50). 
. Die Protophytenflora von Bad Nauheim (Nachr. Gief. Hochschulges. 13, 


2932). 


. Rhythmische Fallungen zelleigener Farbstoffe in Zellmembranen (Ber. d. D. 


Bot. Ges. 57, 380—388). 

Liesegangsche Zonenbildungen als Modell fiir organismische Rhythmen 
(Kolloidzeitschr. 89, 123—124). 

Ludwig Rhumbler. Nachruf (Ztschr. f. wiss. Mikrosk. 56, 257—258). 

Uber die Wirkung des Zentrifugierens auf die Viskositaét des lebenden Proto- 
plasmas (Kolloidzeitschr. 89, 237—238). 

Beitrage zur Kenntnis der panaschierten Gehélze LXXIV—XCIII (Mitt. d. D. 
Dendr. Ges. 52, 35—61). 


1940 


. Die Sekrethaare der Iresine (Sitz.-Ber. d. Akad. d. Wiss. Wien, Math.-Naturw. 


KI1., Abt. I, 149, 185—194). 


. Uber vitale Aufnahme saurer Farbstoffe in Pflanzenzellen (Ztschr. f. wiss. 


Mikrosk. 57, 153—161). 


. Neue Objekte fiir die Untersuchungen der Vakuolenkontraktion (Ber. d. D. 


Bot. Ges. 58, 413—416). 
Myelinfiguren in Jebenden Pflanzenzellen (Ztschr. f. wiss. Mikrosk. 57, 
309—312). 
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Plasmapfropfungen (Umschau 44, 65—66). 


Beitriige zur Kenntnis der panaschierten Gehélze XCIV—C (Mitt. d: D. Dendr. 
Ges. 53, 136—150). 


269 a. Uber die Entwicklung der Gartenkunst seit dem 15. Jahrhundert (Schriften 


d. Vereines z. Verbreitung naturwissenschaftl. Kenntnisse in Wien 80, 16—56). 


1941 


. Beitriége zur Kenntnis der panaschierten Gehélze, N. F., I—V (Mitt. d. D. 


Dendr. Ges. 54, 94—101). 


. Dr. Ernst Leitz in Wetzlar 70 Jahre alt (GieRener Anzeiger, 27. 2. 1941). 
. Uber Plasmolyse- und Deplasmolyseformen pflanzlicher Protoplasten (Proto- 


plasma 36, 134—146). 


. Beitrige zur Zytogenese des Basidiobolus (Protoplasma 36, 169—176). 


1942 


. Zur pathologischen Morphologie der Bliiten und Bliitenstinde. I. Die Méhren- 


bliiten von Daucus carota (Ztschr. f. Pflanzenkrankheiten 52, 373—382). 


. Zur. pathologischen Morphologie der Bliiten und Bliitenstande. II. Durch- 


wachsung der Bliitenstinde von Trifolium repens (Ztschr. f. Pflanzen- 


krankh. 52, 433—449). 


. Beitrége zur Kenntnis der Rosanoffschen Kristalle und verwandter Gebilde 


(Flora 136, 101—116). 


. Uber die Vitalfarbung der Pflanzenzellen (Forsch. u. Fortschr. 18, 292—295). 
. Die Zelle und die Gewebe des pflanzlichen Organismus (Handb. d. Biol., 


Lfg. 2, S. 1—34). Athenaion, Potsdam. 


. Betrachtungen iiber einige Weidenpfropfungen (Mitt. d. D. Dendr. Ges. 55, 


305—307). 


. Beitriige zur Kenntnis der panaschierten Gehdlze, N. F. VI—XII (Mitt. d. D. 


Dendr. Ges. 55, 243—257). 


. Ergebnisse und Aufgaben der Zellmorphologie. Wissenschaftl. Forsch.-Ber. 56, 


141 ss. Dresden u. Leipzig. 


. Vitalfiirbung und Vakuolenkontraktion (Ztschr. f. wiss. Mikrosk. 58, 245—268). 
. Uber Erzeugung. von Artefakten durch Silbernitratbehandlung pflanzlicher 


Gewebe, insbesondere der Epidermen (Ebenda 58, 346—363). 


1943 


. Geschichte der Gartenkunst (Handb. d. Biol., Lfg. 12/13, S.82—115). Athenaion, 


Potsdam. 


. Mitteilungen iiber Porphyra. Beitraige zur pathologischen Zytogenese der 


Meeresalgen (Protoplasma 37, 321—336). 


. Die Entstehung von Pflanzengallen und dhnlichen Gebilden (Umschau, 


117—119). 


- Quellung und Entquellung des pflanzlichen Protoplasmas. Beobachtungen an 


Zyanophyzeen (Ztschr. f. wiss. Mikrosk. 59, 167—170). 


. Uber zellulosige Protoplasmadegeneration in Pilzwirtszellen (Protoplasma 38, 


13—20). nee 


. Rhythmische Kalziumkarbonatablagerungen auf lebenden Pflanzenzellen 


(Kolloid-Ztschr. 106, 138—139). 
3* 
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K. Héfler: Ernst Kiister 


. Uber die Lagerung der Chromoplasten (Beobachtungen an pflanzlichen Haaren) 


(Ber. d. D. Bot. Ges., Sitz. v. 24. 11. 1944). 


1945 
Uber das Springen austrocknender Diatomeen (Ber. d. D. Bot. Ges., Vorl. Ber. 
S. 6). 

1946 


. Austrocknungserscheinungen und Kohiasionsbewegungen bei Diatomeen (Vor- 


laufige Mitt.) (Mitt. d. Bot. Inst. GieBen Nr. 1). 


. Uber die Plasmolyseform und die Adhision des Protoplasmas der lebenden 


Pflanzenzelle an seiner Membran (Mitt. d. Bot. Inst. GieBen Nr. 2). 


. Uber die Erzeugung von Niederschligen in lebenden Pflanzenzellen durch 


basische Farbstoffe (Mitt. d. Bot. Inst. GieBen Nr. 4; vgl. auch Ber. d. D. Bot. 
Ges 27, Sept. 1946). 


. Uber die Abtragung der Kutikula an Haaren (Vorl. Mitt.) (Mitt. d. Bot. Inst. 


Giefen Nr. 7). 
1947 


Uber Plastidenwachstum und Rhizoidbildung der Spirogyra (Ber. d. D. Bot. 
Ges. 25. Juli 1947. Vorl. Ber. d. D. Bot. Ges., S. 7). 


. Uber die histologischhe Ausbildung der Interkostal-Mittellinie und die Be- 


deutung der Knospenlage fiir diese (Ber. d. D. Bot. Ges., Vorl. Ber. S. 10). 
Alfred Gétze. Nachruf (Nachr. d. Gie&. Hochschulges. 16, 134—137). 

Uber Darstellung von Phantasiegirten auf den Bildern alter Meister (Eben- 
da 16, 72—81). 


. Uber die Gallen der Pflanzen und ihre zytologische Erforschung (Forsch. u. 


Fortschr. 21/23, Nr. 13/15, 1947). 
1948 


. Tierkrehs und Pflanzengallen (Asclepios 1, 15 pp.). 
. Ein Bildnis von Hermann Hoffmann (Nachr. Gie&. Hochschulges. 17, 182). 
. E-perimentelle Zellforschung. Hinweise auf ihre wichtigsten Aufgaben. Jena. 


56 pp. 
Botanische Betrachtungen iiber Symbiose (Gief. Naturw. Vortrige 2). Giefen. 
44 pp. 

Uber Jean Pauls Lébichauer Erntepredigt (Nachr. d. Gief&. Hochschulges. 17, 
73—81). 








Eine Methode zur Bestimmung der Lichtbrechung 

von Protoplasma ohne Storung seines Vitalzustandes 
Von 

Hans H. Pfeiffer 


(Laboratorium fiir Polarisationsmikroskopie, Bremen) 
Mit 3 Textabbildungen 
(Eingelangt am 12. Februar 1949) 


Zwar ist im Prinzip jede Methode zur Ermitilung der Lichtbrechung des 
Protoplasmas geeignet, wenn ihr eine funktionelle Beziehung zugrunde liegi, 
in welcher der Brechungskoeffizient vorkommt (P fei f- 
fer 1931; 1940, S. 55; Schmidt 1935, S. 837). Bei Be- 
schrankung auf mikroskopisch anwendbare Verfahren 
wird die Auswahl aber bereits recht gering, und noch 
mehr ist das der Fall, wenn das Objekt dabei nicht 
beeinflu&t werden darf oder mehrfach in 
verschiedenen Zeitabstanden vermessen werden 
soll. Eine dafiir geeignete Methode laft sich aus einem 
auf Lichtbrechungsbestimmungen an Fliissigkeiten an- 
gewandten Verfahren (Kohlrausch 1905, S. 312: 
Schénrock 1935, S. 403; 1944, S. 412) entwickeln, 
wenn das benutzte Mikroskop polarisationsoptische Be- 
stimmungen gestatiet und ein geeignet geschnittenes 
verzégerndes Kristallplittchen zur Verfiigung steht. 





Abb. 1. Schema zur 
Erlauterung des 
scheinbaren (aéufe- 
ren) Achsenwinkels. 


Prinzip der Methode 


Mit einem solchen verzégernden Kristallplattchen wird an einem Polari- 
sationsmikroskop nacheinander in Luft und in dem (fliissigen) Unter- 
suchungsobjekt aus dem konoskopischen Achsenbilde der scheinbare oder 
auBere Achsenwinkelermittelt (vgl. Pfeiffer 1949, S. 41 f.), welchen 
nach Austritt der Lichtwellen aus der von ihnen transmittierten Kristall- 
platte in Luft die aus dem Interferenzbilde sich ergebenden optischen Achsen 
bilden (Abb. 1). Bezeichnet a, den scheinbaren Achsenwinkel der Kristall- 
platte in Luft, a, jenen ‘in dem fliissigen Objekt sowie n den gesuchien Bre- 
chungskoeffizienten, so ergibt sich dieser (Ko hlrausch, |. c.) aus der Be- 


ziehung n = (sin a,/2) : (sin a,/2). (1) 


Durehfihrung des Verfahrens 


Benutzt wird eine senkrecht zur z-Achse geschnittene Kristall- 
platte (Gips- oder anderes verzégerndes Platichen), welche im Interferenz- 





38 H. H. Pfeiffer 


bilde des Konoskops die Isochromaten (Kurven gleicher Phasenverschiebung 
a) in einem lemniskatenahnlichen System um die beiden Durchstofpunkte 
der optischen Achsen (Gangunterschied J* = 0) gibt (Abb. 2 a). 





Abb. 2. Ermittlung des Achsenwinkels in Aperturmaf. Schnitt des verzégernden 
Kristallplattchens: a) senkrecht zur z-Achse; b) senkrecht zur y-Achse; c) unsym- 
metrisch. 


Senkrecht zu den beiden andern Achsen (x, y) des Indexellipsoids 
geschnittene Platten, welche Systeme von hyperbelartigen Kurven ergeben (Abb. 2b), 
oder unsymmetrisch geschnittene Platten, welche vielleichht Spuren der 
z-Adise erkennen und die Lage der beiden andern Achsen x, y aus der Symmetrie 
des Interferenzbildes erschlieBen (Abb. 2c) oder aus dem Isochromatenbilde mit 
Hilfe des Aperturmafstabes finden lassen wiirden, sind weniger zweckmifig fiir die 
hier behandelten Bestimmungen. Noch weniger geeignet‘sind parallel zu einer 
optischen Achse geschnittene Platten, bei denen kein DurchstoBpunkt einer 
Symmetrieachse mehr kenntlich ist, so da auf die Lage der Achse aus der Ver- 

lagerung der Isogyren (Kurven gleicher Neigung 
hay der Schwingungsrichtung) bei azimutaler Drehung 
der Platte geschlossen werden muff (Pfeiffer l.c.). 


< An dem Gipsblattchen lat sich vor und 
nach Uberfliefen mit dem Untersuchungsobjekt 
nach Einschalten der Bertrandschen Hilfs- 
linse an dem Interferenzbilde 2/$—A,A, 
(Distanz der Durchstofpunkte der 
Abb. 3. Zur Ableiting der optischen Achsen) mit einem mittels 
Abbeschen _ sin-Bedingung eines Apertomeiers (E. Leitz) fiir ein bestimm- 
am Apertometer. tes Objektiv und das dabei benutzte Okular 
nach Aperturwerten’ geeichten 
Bildma&stab bestimmen. Damit ist bei Anwendung der A bbeschen 
sin-Bedingung (Geiger-Scheel 1929, S. 111, 504) oder der daraus 
folgenden Beziehung (vgl. Abb. 3) 








ed 





A=h/f=n.sing, (2) 


in welcher A die numerische Aperiur, n den Brechungskoeffizienten des Me- 
diums vor dem Objektiv von der Gaufschen Brennweite f, m den Winkel 
eines Strahles des konvergenten Lichtbiindels gegen die Plattennormale und 
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h die Entfernung des Bildpunktes des betreffenden Strahles vom Bildmittel- 
punkt (praktisch durch das F'adenkreuz im Okular bestimmt) bezeichnen, 
der dem Aperturwerte zugeordnete Winkelwert a,, bzw. a, zu ermitteln, 
bzw. mittels eines entsprechend geeichten Bildmafstabes direkt der sin 
des Winkels a,, bzw. a, zu messen. Der gesuchte Brechungskoeffizient 
ergibt sich dann gemaB Gl. [1] als Quotient aus den Hilften beider Werte. 


Tab. 1. Wichtige optische Daten einiger als verzégerndes Plittchen 
geeigneter optisch zweiachsiger Materialien. 











Bei 320 | Dispersion . 
Objekt | Gs ia as in OT sin er Optische 
| n, Ng l n, l a, — Mg opt: Achsen | Orientierung 
| | | 
Anhydrit | | | 
CaSO,. . . .| 43044, 1,569 | 1,575 | 1,613 | +0,044 | e<v |a=c,c=a 
Gips | 
CaSO4.2H,0 | 589 5’ | 1,521 | 1,523 | 1,530 |+0,009 | e>v | b=b,e:¢= 
| | 530 
Glimmer . . 400, kann 1,560 1,594, | 1,599, + 0,038, >> b=¢, c:a= 
2uf 0° | | P 
biemuter- | | = Obis 29 
gehen | 


Cellophan .| 45°42’ 1,519 | 1,524 | 1,534 £0015 | 


Tab. 2. Vergleich verschiedener verzégernder Kristallplittchen 
bei Messungen an Amoeba verrucosa. 











| Anhydrit CaSO, | Gips CaSOQ,.2 H.O Glimmer | Cellophan 
oj? | 2105245 ~— | 290 2.5’ 180 42’ | 22051’ 
a/2 |  14054,5" | 190 35,5’ 12047,6 | 150 33,5’ 
Preeg) 1,447, | 1,447, 1,447, | 1,447¢ 


Mit den angefiihriten Plattchhen weniger giinstiger Zuschneidung lassen sich 
jeweils bestimmte Winkel y mit geeichtem Bildmaftstab messen und wird alsdann 
a daraus errechnet zu: 

cos & = COS Py, cos y+ sin py, sin Y, Cos f, (3) 


wobei f den in der Bildebene zwischen den Strahlen vom Bildmittelpunkte nach A, 
und Z gelegenen Winkelraum bedeutet. — In den ganz ungiinstigen Fallen, 
daf im Interferenzbilde iiberhaupt keine der optischen Achsen mehr austritt, muf 
indirekt bestimmt werden. 

Um das fiir die Bestimmung gebrauchte Kristallplattchhen vom Proto- 
plasma iiberflie&en zu lassen, wird es beispielsweise neben dem Plas- 
modium auf einem Objekttrager ausgelegt, bis es von diesem an allen aufer 
der unteren Seite umschlossen ist; dann wird der Objekttrager unter das 
Polarisationsmikroskop gebracht und in behandelter Weise vermessen. 
Nackte Protoplasten, welche mittels mikrurgischer Isolicrung aus pflanz- 
lichen Zellwandgehiausen dargestellt worden sind, oder in Pipetten auf- 
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gefangene Zellsaft- oder andere Tropfen werden derart auf das von einem 
Objekttrager gehaltene Kristallplattchen gebracht, daft sie es oberseits még- 
lichst véllig bedecken. 

Eine groRe Vereinfachung des Vermessens ist méglich, wenn ein Achsen- 
winkelapparat fiir mineralogisch-kristallographische Untersuchungen zur An- 
wendung am Mikroskop zur Verfiigung steht (Rinne-Berek 1934, S, 193 f.), indem 
dann nur vor und nach UberflieRen, bzw. Uberschichten des Kristallplattchens durch 
Neigen um die Drehachse auf den Schnittpunkt des Fadenkreuzes im Okular einge- 


Tab. 3. Erprobungen der Methode an einigen Fliissigkeiten be- 
kannter oder mittels Refraktometer bestimmbarer Brechungs- 
koeffizienten. 


e/2 in Luft (Gips) = 29° 2,5’ 





























1935) 


a Vergleichs- : 
Objekt | a | out |na8iZ eee] Vorgitchene 
O.Schulzesche Mischung| 41931’ | 20045,5’| 1,369 | 1,370 | 

J. Amanns Lactophenol.| 39°24’ | 19042’ | 1,440, | 1,44 Vgl. die demniichst 
Gelatinebalsam (Heringa | | | von mir fertigge- 
und B.S.ten Berge ..| 38944’ | 19922’ | 1,463, | 1,464 | gestellte neue Auf- 
Glyzeringelatine ..... | 38027’ | 190135’) 1,474, | 1,474 | lage von Behrens 
Paraffinum liquidum. ..| 38915’ | 1997,5’ | 1,481g | 1,482 | Tabellen zum Ge- 
Terpineol.......... | 380 12,5" 190 6,25 | 1,483. | 1,483 oe bei mikro- 
Cedernholzél ....... | 37923 189 41,5" | 1,514, | 1,515 | Skop.Arbeiten(Leip- 

S. v. Apathys Gummi- | | | zig, S. Hirzel) 

. eer Tee | 37010" | 18035 | 1,523. | 1,524 | 

Casein in 0,1 n NaOH: | | T. B. Robertson, 
6 ase e 42037’ | 210185’ | 1,335) | 1,336) /cit. bei Wo. Ost- 
IES in, 42032’ | 21016, | 1,338 | 1,338; |wald, Licht und 
PLL. 62S sks eee 42025’ | 21912,5’ | 1,3459 1,342) | Farbe in Kolloiden, 
| 531 (Dresden und 

| Leipzig 1924) 
ee ee ee ees 37042’ | 18051’ | 1,502s | 1,502 |Fr. Kohlrausch, 
Peel a \. «cl Rides 379 49’ 180 54,5 | 1,498, 1,497g, | Prakt. Physik, 17. 
SURE: beisac. buns esac 37953 | 18956,5'| 1,4955 | 1,49577 | Aufl., 909 (Leipzig 

| | 





stellt zu werden braucht und der Winkel zwischen beiden Einstellungen sogleich 
den scheinbaren Achsenwinkel a, fiir das Objekt ergibt, waihrend der in Luft bei 
einmaliger Bestimmung als bekannt angenommen werden kann. 


Anwendungsgrenze des Verfahrens 


Auch wenn spezielle Ermitilungen iiber die Genauigkeit und Empfind- 
lichkeit des Meftverfahrens noch im Gange sind, kann doch festgehalten 
werden, daft das Protoplasma oder die Untersuchungsfliissigkeit in geniigend 
dicker Schicht das Kristallplattchen bedecken miissen, damit die Strahlen 
direkt in das Objektiv itibergehen kénnen (Immersionsprinzip). Ferner 
setzt die Anwendbarkeit der Mefimethode die Verwendung von praktisch 
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homogenem Protoplasma, bzw. Untersuchungsobjekt voraus, und grébere 
mikroskopische Differenzierungen, wie vakuolire Einschliisse, diirfen von 
den das Meffergebnis bedingenden Strahlen nicht passiert worden sein. 
Gegeniiber anderen Mikromethoden hat das behandelte Verfahren also den 
Vorzug weitreichender Anwendbarkeit. Erforderlich ist nur ein 


Tab. 4. Anwendung der Methode auf weitere Versuchsfliissigkeiten 

bei Gebrauch von Lichtstrahlen verschiedener Wellenlinge unter Vergleich mit 

Werten des Brechungskoeffizienten bei Fr. Kohlrausch, Praktische Physik, 
17. Aufl., 909 (Berlin u. Leipzig 1935). 

Gipsblittchen von es = 5805’ 


























Objekt | Wellenlinge | a,/2 | n | Vergleichswert 
| Ke | 20237 | 1,331, | = 1,335 
WE ears | ie | 210225’ | 11,3319 | —1,33298, 
dp | 21018" | 1,336, | = ‘1,33713 
| 4% | 21035 | 1,351, |  1,3508 
Athylither ....... a) | 21025 | 1,352, |  1,35259 
dp | 20058 | 1,356, | 1,357 
| | de 200 55,5" | 1,359, | — 1,3599 
Athylalkohol ...... 1p | 20053,5° | = 1,361, 1,36175 
| | dp 20049 | (1,366) | 1,3662 
he | 190195' | 1,466, | 1,467], 
Glyzerin......... | 4p 199175’ | 1,469, | —1,46945 
Ap 19913’ | 1,474 | 1,4742% 
de 18°55,5° | 1,496, | —1,4963, 
NN oe cicilae waa Ap | 18052" | 1,501, |  1,5013e 
Ap | 18042,5° | 1,513, | 1,5133, 
de 17927,5° | 1,618, 1,6181, 
Schwefelkohlenstoff. . { | 4p 17G20...s UWEZZ, 1,6276, 
| dp 1794.75’ | 1,652, | 1,65239 


| 


geeignet geschnittenes, optisch zweiachsiges verzégerndes Kristallplattchen. 
So kann das bei den mitgeteilten Daten benutzte Gipsplattchen gleich gut 
durch ein Barytplattchen oder ein solches aus Glimmer, Calcit, Anhydrit 
o. a. (Tab. 1) ersetzt werden, wie ein paar Probemessungen (Tab. 2) belegen 
moégen. Nachdem sich Cellophan statt der Gipsplatte nach Vorschlag von 
Robinson (1938) als Stauroskop fiir Rot 1. Ordnung und nach Pfeiffer 
(1938) zur Herstellung Bravaisscher Doppelplatten brauchbar erwiesen 
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hat, kann es nicht verwundern, daf das Material auch ‘iir die hier behan- 
delten Messungen verwendbar ist (Tab. 2), sofern es in geniigend dicken, 
passend orientierten Folien vorliegt (vgl. dazu die optischen Unierlagen bei 
Drummond 1940). 


Tab. 5. Ausgewahlte Ergebnisse der np -Messungen an ,protoplas- 
matischen“ Objekten. 


Gipsplittchen von «= 5895’ 





| | aol? Literaturvergleich 
Objekt So | "ae Va 


| yf 





n | Autor 





Amoebocyten von | E. Fauré-Fremiet, 














Lumbricus ..... , 40034’ | 20°17’ | 1,400, 1,400 | Protoplasma 6,521 
| | | (1927) 
| | A.M. Frederikse, 
Amoeba verrucosa. . | 38°70,8' | 19935,4' | 1,447 1,45 Protoplasma 19, 473 
| | | | (1933) 
Nitella spec., Zelisaft | 42922’ | 21911’ | 1,343, 1,344, 
Solanum nigrum, | | H. H. Pfeiffer, Ex- 
Gymnoplasten ... 40946 | 20023’ | 1,3933 |1,38—1,41) per. Cytologie, 61 
Badhamia, Plasmo-_ | | | (eiden 1940) 
eee | 4108’ | 20034’ | 


1,381) | 1,373 


Fr. Roeder und 

O. Rehm, Die Cere- 

420 38,6’ | 21919,3° | 1,335, |1,33494—| _ brospinalfliissigkeit, 
| | 1,33510 | 14 (Berlin 1942) 


Mensch, Liquor | 
a are, 


! 


Physarum, Plasmo-_ | | 
dium......... | 40051,5'| 20025,75'| 1,391 -- 
angeschnittene | 
Chara-Zelle .... | 40°37,5'| 20° 18,75’, 1,398, = 
“ nee | Pfeiffer: unverédffent- 
experiment. isolierter | | - 
Protoplast von lichte Messungen 
Tradescantia ....| 400 aad 200 16,75’ 1,400, — 
Ausstrich von Sper- | | 
matozoenkernen | 
von Chara ..... | 39056,4’ | 19058,2’ | 1,421, — 








Ergebnisse der Methode 


Die Er probung des Verfahrens an einer Reihe histologisch gebrauchter 
Einschlufmedien hat ebenso wie die Messung an den drei Isomeren des 
Xylols und an verschieden konzentrierten Lésungen von Casein in NaOH 
zu durchgingig guter Ubereinstimmung mit den hier verzeichneten Werten 
aus der Literatur oder mit solchen bei Gebrauch der iiblichen refraktometri- 
schen Apparate gefiihrt (Tab. 3). Auch die aus der Literatur bekannte Ab- 
hangigkeit des Brechungskoeffizienten von der Wellenlinge 
des benutzten (monochromatischen) Lichtes lat die Methode in aller Deut- 
lichkeit erkennen (Tab. 4). Diese Erfahrungen mit ihr und ihre grofe Emp- 
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findlichkeit lassen sie daher auch zur Anwendung auf allerlei proto- 
plasmische Objekte und Zellfliissigkeiten geeignet erscheinen. Soweit 
die Ergebnisse mit friiheren Messungen nach anderen Methoden verglichen 
worden sind (Tab. 5), haben sie zu erfreulich guter Ubereinstimmung gefiihrt. 
Ein besonderer Vorzug der Methode ist ihre nur von der iiblichen Ausriistung 
fiir polarisationsmikroskopische Untersuchungen abhangige und dann 
aiuBerst bequeme und schnelle Durchfiihrbarkeit. | 


Zusammenfassung 


Eine mit polarisationsmikroskopischen Hilfsmitieln auszufiihrende Me- 
thode des Physikers zur Bestimmung des Brechungskoeffizienten wird nach 
Prinzip, Durchfiihrung, Anwendbarkeitsgrenzen und bisherigem 
Erfolg bei mancherlei Probemessungen und bei Mefversuchen mit Proto- 
plasma und verschiedenen Zellfliissigkeiten abgehandelt. 
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We have been observing living cells and body fluids by vital staining 
with intracellular and extracellular dyestuffs, with oxidation-reduction 
reagents in white light and in ultraviolet rays, and in a new combination 
of both white light and ultraviolet rays described in earlier papers. Our 
aim has been the determination of the electric charge distribution pattern 
within the cell, as well as the electric charge of certain cells. 

As examples of the extracellular dyes employed in this work’we may cite 
the acid dyes (with the exception of the strongly ionized Picric acid 
group) which were found to migrate to the cathode in living protoplasm. As 
examples of the intracellular dyes we indicate the basic dyes (with the 
exception of hematoxylin) which have a tendency to accumulate at positive 
storage structures. 

Using this method of investigation, this laboratory found that the first 
nephron apparatus was dominantly influenced by currents and electrostatic 
potentials. Further, the production of HCl in the stomach is largely effected 
by electrical forces, as is the function of the kidney. A new acid producing 
gland in the distal gut, for the neutralization of the alkaline intestinal 
contents, was discovered by B. V. Pisha of this institution, using these 
methods. 

The basis of our experimental methods is a somewhat extended pattern 
of the lyophile series of Hofmeister and Spiro, to which we ascribe 
a dominant role in the movement of charged particles. The reader may refer 
to earlier papers for a more complete discussion of these methods. We wish 
to point out that both halves of the lyophile series are identical with the 
Extracellular (biologically positive) group of the school of A.B. Hastings, 
and with the Intracellular (biologically negative) group. The senior author, 
for convenience, has long designated these groups as the Sodium and 
Potassium groups, respectively, after the leading members of each group. 
Thus we may repeat the lyophile series as follows, separated into a positive 
and a negative half, with Cl and Ca close to the dividing line: 
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Table I. 

“Sodium Group” “Potassium Group” 
Electropositive Electronegative 
Extracellular Intracellular 
Li, Na, Al Ca Rb, Cs, K, NH, 
CNS, I, NO,, Br, F, As Acetate, SO,, PO,, Tartrate 
Thyroxin, Iodides, Salicylates Cl Glucose, Insulin, Urea 
Choline, Sulfa drugs Colloidal metals 
Acid Fuchsin in Acid Acid Fuchsin in Alkali 


The positivating and negativating forces of the minerals was first 
observed by R. Hiéber (1905), and confirmed by Amberson (1936) and 
many others. 

Hence in discussing a particular problem such as the formation of HCl 
in the stomach, we may signify that the K group is repelled from the stomach 
wall while the Sodium is attracted into the blood capillaries. We do not 
contest the movement of ions in the body, since we have already mentioned 
the new movement of ions in the stomach, in the Brunner glands and in the 
distal kidney found by the use of our methods. 

In this paper, however, we wish to concern ourselves chiefly with the 
movements of molecules and colloids. Using our methods we are seeking 
to trace the paths of molecules and colloids within the body, in a manner 
similar to that first employed by Paul Ehrlich in the last century with 
fluorescein. These experiments should be looked upon as a first attempt 
to utilize whole molecules as carriers of electricity in an independent 
experimental effort to evaluate and clarify the extracellular and intra- 
cellular groups of the Harvard school (at Ehrlich’s time called “ fluid 
group” and “ tissue group ”). 

The first methods which we employed were mere guesswork. The charge ° 
of a molecule of dyestuff in high concentration in the presence of cellular 
macromolecules, colloids, and inorganic constituents is often positive, while 
it may be negative when greatly diluted. Ehrlich observed this contrast 
in staining with concentrated and diluted solutions of methylene blue. He 
explained it as an adsorption of the dyestuff particles on the giant molecules 
present in living protoplasm. He said that the methylene blue ,, riders”, 
when employed in concentrated solutions, cannot find enough invisible 
protein “horses” and, perforce, had to unite with the water molecules. 

Concerning the electric charges of developing eggs, there exists a broad 
literature cited by J. and D. Needham (Proc. Roy. Soc. 99: 179, 1926), 
as well as others by Burr, R. Chambers, W. A. Dorfman, I. C. 
Brooks and M. M. Brooks, and by S. Gelfan (Proc. Soc. Exp, Biol, 
& Med. 29: 58, 1931) as well as a number of other authors. 

The charges of the developing egg, and the pH, were found to be quite 
variable by Vlés and by I. C. Brooks. This changing nature of the 
polarities was also confirmed by S pek, and the chief result of this paper is 
that one finds biologically positive and negative dyes entering the egg and 
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being accumulated by the embryo. A characteristic electropography of the 
embryo was not observed. In spite of the great visibility of luminescent 
dyes, ‘in dilutions up to one million and more, only little fluorescence 
appeared in the yolk, which had to be passed by these dyes on their way to 
the embryo. With cations such as iron chloride or gold iodide, precipitated | 
later by thiocyanate or ammonium sulphide, some pictures were obtained 
which could be interpreted as separate passageways for cations, but these 
black stripes of precipitated metal were neither frequent nor easily reprodu- 
cible. They could have been artefacts produced by pressure of the cover 
slips on the voluminous eggs. 


Methods 


In general, the electric charges of dyestuffs in protoplasmic environment are 
constantly changing according to the’pH, the concentration, and other conditions 
of an unknown nature. Therefore, one is on safe ground only when a qualitative 
finding is secured by at least two or three different methods, independent of each 
other. Thus one should try to check a result obtained with a negative dye through 
a contrast picture with a positive dye. It was noted that it is difficult to get 
a positive dye, such as colloidal Congo red, into a living unfertilized egg, perhaps 
because of the magnitude of the molecule or its positive charge. After fertilization, 
the biologically negative dyes encounter similar difficulties in penetrating the egg 
cell. However, one can obtain consistently good contrast pictures by the use of 
very dilute Methylene blue and Congo red in plant sections. This is impossible 
with the intact living egg cells. Another method of checking a result is to stain 
a section with convertible dyes, e. g., dyes of the acid fuchsin, acid vielet and china 
blue types, which have the property of color change with varying pH and ac- 
cumulating in contrasting structures. A direct contrast is not often obtained even 
in sections with free access to all dyestuffs. -In a whole intact organism like an 
egg, one rarely obtains a direct contrast. While there is always a difference 
between the acid and the alkaline dye, the routes of penetration are quite different 
for the basic and acidic dye, as every vital stainer has experienced. In sections—not 
in the intact organism—all colored and colorless substances are permeable to about 
the same degree if they are not repelled by structures of the same electric charge. 
The late Prof. Alfred Fischel achieved contrast images with acid and alkaline 
alizarin in living Daphnia. We have repeated his experiments in vital staining, 
but it was difficult to obtain the same results. We did obtain some good pictures 
with acid alizarin, but these were not in perfect contrast with the alkaline picture. 
There is no doubt, however, that Fischel’s pictures are correct. 

The practical charge of dyestuffs in living protoplasm must be determined with 
living test objects of known electric charge and in solutions of the same concen- 
tration which is employed for the experimental animal. One should also employ 
the same pH and the same temperature on the test objects, as for instance the 
Daphnia or sections of ivy and li’ac, or in fresh cross sections of nerves, muscles 
and plant leaves where the electropography is no controversial. When we see 
a dye stain the cross sections of nerves, the antennules of Daphnia or the cambium 
and the pith of ivy, we may assume with some degree of ‘certainty that it is 
selective for negative structures. Similarly, when we observe diluted methylene 
blue, acriflavine or rhodamin B accumulate in the wood vessels of plants, in 
sklerenchyma or in the islet structures of Daphnia gills, it is very probable that 
this degree of dilution is biologically negative and has a tendency to be accumula- 
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ted in relatively positive storage structures, such as the glycogen stores, of liver 
or the granules of the reticulo-endothelium. 

The single methods are full of pitfalls. Some dyes, like methylene blue, are 
reduced and invisible at many cathodes. Gold chloride, gold bromide, and gold 
iodide, particularly the chloride, are not always the electropositive ions which they 
are supposed to be, when in living cells; they sometimes enter into compounds with 
the cell substances and are reduced to the red or blue gold colloid which is 
electronegative and appears in stained patches at the positive structures. Thus it is 
necessary that reagents for oxidation, for instance Unna’s reduced methylene blue, 
and reagents for reduction, such as silver nitrate or gold bromide, be applied to cross 
sections with open cells, where the leuco-methylene blue appears blue in positive 
structures and the gold bromide appears black or brown at the negative structures. 

Another independent check for electropolarity is the content and distribution 
of minerals. In general, H. Kaunitz and B. Schober (1937) have found 
a tendency for positive structures to contain much potassium, phosphate and other 
members of the intracellular group while the negative structures tend to store 
sodium, chloride, ionized calcium and iodine compounds. All later workers, partic- 
ularly those of the Harvard school, have revealed the same fact for the group of 
compounds which they call the intracellular group, dominant in muscles, nerves, 
and glands, and for the extracellular group, dominant in fluids, in connective tissue 
and in the cutis of the skin. There is still another method,—a quantitative 
method—, which involves the re-examination of the investigated tissue with the 
electrometer. This electronic galvanometer has been described elsewhere (Keller 
and Chiego, 1948). 

The methods have been described also in earlier papers (Keller & Pisha— 
1946, Keller—1947, Keller & Chiego—1948). The reader may find them 
rather hypothetical, but they contain no more hypothetical interpretations than 
other methods. One may disbelieve the electrostatic hypothesis and call the 
substances extracellular and intracellular, or by any other designation. However, 
the fundamental fact is that there is a different behavior of substances in living 
protoplasm which may be termed “ antagonistic ions” (Lo e b—1902), or tissue salts 
and fluid salts (F o rs t e r—1877), which refer to the often observed fact that certain 
substances are attracted by liver parenchyma, muscles, erythrocytes and nerves 
while other substances are attracted by the serum, the bile capillaries, the thyroid 
colloid and the cutis. The erythrophilic and hepatophilic substances appear in this 
paper as the biologically electronegative group, while the extracellular plasma- 
philic, connective tissue-attracted, thyroidophilic‘and bilophilic substances appear 
as the electropositive group. 


Experiments 


The work on developing eggs in Woods Hole was not favored by good 
weather. During June of 1948 it was very cold. No female squids—or very 
few— were seen, and very few female Nereis worms came to the surface. 
The main subjects for experiments were Fundulus fish which yields eggs 
or sperm in quantity after a little pressure on the abdomen. But one cannot 
be sure that the eggs obtained in this way are mature. The results on squid 
and on Nereis were not much different from the observations with Fundulus. 

Some hundred experiments were performed with snail eggs of Physa, 
which Arthur Miller found in a vessel with Nitella and Elodea of the 
Aquarium Stock Co. The snails, consisting of males and females, laid fresh 
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eggs from July to November, 1948. They were found mostly fertilized and 
in all stages of development. Further embryos of Daphnia were newly 
investigated in the brood pouch of the mother, with the new dye com- 
binations. 

The best pictures of developing eggs were obtained by treating the living 
animals with combinations of aesculin (+) and rhodamin (—). With a 
mixture of 1/1000 aesculin and 1/50,000 rhodamin the eggs showed very 
little blue structures and more aesculin had to be added. The membranes 
of the fertilized snail egg are obviously negative. Sometimes an orange 
rhodamin ring appears between the innermost circular membrane and the 
next outer line. We counted at least three outer membranes and two inner 
structures around the embryo, of which one nearer to the embryo was 
faintly orange in thiazol yellow and one at the inside of the margin of the 
embryo was brilliantly orange. 

It may be added, that after having mustered many thousand spermatozoa 
we never saw a distinct membrane around the spermatozoon of an animal. 

We bathed the eggs in solutions of iron chloride—1%, 0,1%—five or 
ten minutes and precipitated the iron with ammonium sulphide, with 
ferrocyanide or with thiocyanate both 2 and 3%. The iron sulphide is very 
insoluble, very black and easily phetographable and reliable. Solutions of 
iron, lead, silver, and gold salts are among the better reagents for negative 
structures. Further the dyes for white light—methylene blue and neutral 
red, the indicators—methy] red, safranin, and janus green; and the lumines- 
cent dyes were employed. We did not find anything new with methyl red 
after the classical experiments of R. Chambers. We limit our report 
chiefly to our ultraviolet experiments, as a broad literature exists already 
about vital staining in white light from O. Warburg (1908) to Spek 
(1932). 

There is no doubt that the biologically positive dyes prefer the mem- 
branes of the egg, particularly the outer covers and the entoderm, but all 
other structures accept more or less gold, silver, iron, lead, acidified acid 
violet, eosin Y, aesculin, uranine, or phloxine; the outer cell layers of the 
embryos convert the violet dyes of the primulin type into the yellow green 
variant and are, therefore, apparently negative. The relative eleciro- 
negativity of embryonic structures is rather secure. 

Rhodamine B is a very brilliant dye in ultraviolet, but it is a dye which 
demands control experiments. In ultraviolet rays it is a solution which, like 
methylene blue, and neutral red, stains all structures both the positive and 
negative ones, in concentrated solutions. It seems that 1/20,000 is a “con- 
centrated ” solution of this dyestuff. 

Our experiments alone are not sufficient evidence for the relative electro- 
negativity of the embryo. This negativity is shown clearly by all experi- 
ments with radioactive Na or with heavy water and, further, by the 
dominance of the extracellular (Na) group, ably reviewed in Shol’s 
monograph. 

We investigated the later stages of squid embryos and all stages of the 
snail embryos to ascertain the distribution of the extracellular (biologically 
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positive) and the intracellular (negative) dyes. This distribution was found 
to be irregular. The violet dyes turned yellow or white particularly in the 
entodermal cells, but often also brightly fluorescent mesodermal and 
exodermal cells—apparently cells before and in mitosis—appeared bright. 
Tab. IIL Vital Staining Studies of Ida Winternitz 

Most specimens were taken from roe and milter of carp, some ovaries and 
testes from rabbit. The word perforatorium always means the foremost part 
of the spermatozoon of rabbit. 





Dye 


Reduced methylene blue 
(assumed to stain 
+ structures) 


Neutral Red 
(assumed for+structures) 


Picro carmine 
(vellow +, red —) 


Iron chloride and ammo- 
nium sulphide 
(elective for neg. places) 


Safranin (indicator) 
(yellow —, red +) 


Of course the spermatozoa of Fundulus and 


Ovary 


stroma, nuclei, all epi- 
thelia blue. 


Roe of carp, 
plasma 


unripe, 
bluish red, 
nucleus unstained ovary 
germinating epithelium 
yellowish, all other 
structures red. 


Membrane red, content 
yellow in roe—on addi- 
tion of HCI dil. Some 
eggs deeply red, others 
quite unstained, in the 
red eggs no nucleus. 


Roe unstained, only the 
wall a little. Ovary: all 
nucleigreen, particularly 
germinating epithelium. 
No egg found. 


Whole ovary brownish- 
red, nuclei darker. 


Spermatogonia and 
spermatozoa 
As long as movements are 
observed, no staining, (Later 
experiments showed that with 
some animals there are found 
blue structures in sperms.) 


Spermatogonia very distinct 
granules — spermatozoa have 
only a pinkish red; in one case 
the heads lying beside each 
other have a more orange shine. 


Head yellow; after some time 
nearly all spermatozoa show 
a red head with yellow 
perforatorium, but some are 
stained inversely—some have 
heads and some only red per- 
foratorium and are wholly 
unstained. 


Membranous structure on head 
greyish green, no stain else- 
where. 


Brightly brown, perforatorium 
darker. Addition of HCl 


diluted: all unstained. 


squid were investigated also 


in the electropolar and in other luminescent dyes. No membranes could be 


found. 


We observed, developing snail eggs to find out separate ways for extra- 
cellular and intracellular dyestuffs, in yellow uranin after blue aesculin and 
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in orange rhodamin after methylene blue. The eggs were also suspended 
in 2% ferrichloride and, after half a minute, washed in tap water and 
precipitated in ammonium sulphide, in thiocyanate or in ferrocyanide. 
No different routes of entering the eggs could be demonstrated in extra- 
cellular or intracellular solutions. 

One observation was made with both antagonistic groups of dyes: that 
certain elements in the embryo fluoresced earlier or alone while the mass of 
yolk lying between the embryo and the outer milieu which all dyes had 
to pass, remained apparently uncolored. The extracellular dyes gave, as 
a rule, better differentiated pictures. Particular elements of the young 
embryo cannot be reported as centers of atiraction. It seemed that those 
parts of the embryo which contained more mitoses were in general brighter 
in aesculin, uranin and eosin. In older embryos already moving about, 
the snails showed a coat studded with shining bright spots, a picture which 
was often observed in the liver, omentum and kidney of the adult mouse 
or in worm nephrons of the type Tubifex, but also in ordinary earthworms. 

In November 1948 the snails finished the production of new eggs and 
the experiments had to be stopped, at least for the season. We think the 
chief result is that ultraviolet observation and combined ultraviolet and 
white light are useful in the investigation of embryological problems. The 
spermatozoa of the squid, of which very many were available, were investi- 
gated with dyes in daylight and ultraviolet light, as were also the spermato- 
cytes of this animal. They took up all kinds of dyes, both positive and 
negative, acidic and basic dyes, daylight and ultraviolet dyes. The general 
opinion that mature spermatozoa are in their main mass, without the more 
positive tail, electronegative, is supported by some of the experiments in 
Woods Hole, but not by all of the experiments. Together with the well- 
known fact that they migrate to the anode in an electric field, the great 
majority of the experiments in Woods Hole and in New York with animal 
spermatozoa as well as with the pollen of plants shows that they attract 
avidly aesculin, uranin, primulin (yellow), silver ions and ferric ions and, 
therefore, electropositive particles. 


Discussion 


The senior author investigated plants and the fertilized eggs of animals 
in the early twenties together with T. Peterfi who measured with a 
binant electrometer and micromanipulator axolotl eggs during and after 
fertilization. The measurements were published in R. Keller's Elektri- 
zitat in der Zelle, 2nd Edition, M. Ostrava, 1926. Peterfi found the 
“black point” of virginal eggs electropositive, becoming more negative 
during fertilization. There are several findings of a similar nature 
scattered in the literature. These have not elicited much attention among 
ithe more conservative biologists. The idea that electrostatic attraction 
and repulsion are operative in fertilization is generally thought to be 
rather fantastic. It has to be admitted that the experimental evidence 
is at the moment somewhat weak and in some cases contradictory. 
Rhodamin B which should not stain squid spermatozoa in a dilution of 
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1/20,000 stained the main mass of them a fluorescent orange in ultraviolet 
light and not much less than the biologically positive uranin as can be seen 
in the table. What makes us sure that the main mass of spermatozoa is 
electronegative while the main mass of the unfertilized eggs is positive? 
Among other reasons we may cite the analyses of Professor Steubel of 
Berlin University, a biochemist having no relation with electrostatic 
problems. In his findings on the virginal eggs of herring he reporied an 
assembly of intracellular substances in the egg cell, while in the sperma- 
tozoa of herring he reported an abundance of extracellular matter. Our 
opinion is that fertilization is, in the first line, a biochemical process with 
the collaboration of enzymes. For instance, we believe, with M. Gerson, 
that the spermatozoon brings to the intracellular virginal egg a part of a 
microgram of iodine which is fundamentally important for the acceleration, 
by 700 percent, of the respiration of the egg after fertilization, as first 
observed by Otto Warburg in 1908. The general opinion among bio- 
chemists that the fertilization process can work with chemical energy alone 
and with the exclusion of electrostatic attraction and repulsion is, we think, 
utterly wrong. When tlie electronegative sperm nucleus arrives at the 
electropositive surface of the egg, it meets an electrostatic force of perhaps 
15 millivolt per micron which is the equivalent (in the usual manner of 
thinking, in whole volts per centimeter) of approximately 150 volts per 
centimeter. Thus we conclude that one may not think of- fertilization, 
or attempt to explain it, with merely chemical ideas. The exclusion of the 
strongest power in cell distances (electrostatic forces or Franklin forces) 
and subatomic distances is uncautious and onesided. We have to assume, 
a priori, without any experimental evidence, that the electrostatic forces 
cannot be denied a collaboration in this field. As Einstein (3) puts it, 
“The electric field is, after the discoveries of Clerk Maxwell and Hertz, 
a reality, as real as the chair on which the physicist is sitting ”. 


What the mother cell gets from the father cell are parts of chemical 
substances and enzymes which are of fundamental importance, but what 
we observe under the microscope is probably not only a mass action, but 
a transmission of electrostatic and perhaps electromagnetic fields which 
create the energy patterns characteristic for the hereditary distribution of 
substances. We know from the work of the isotope tracers that the mole- 
cules of stores, of muscles and of bones are continually exchanged and 
replaced by new matter of the same kind. What we inherit from our fore- 
fathers cannot be the chemical molecules or atoms alone, it must be also the 
energy fields which distribute these molecules and put every molecule in 
its rightly inherited place. Besides the few parts of a microgram which 
our mothers received from our fathers, and which are continually being 
replaced by new molecules of the same sort, obviously, we inherited the 
patterns of the electric fields which direct and distribute the newly arriving 
molecules of food. This matter is something interchangeable, while the 
energy pattern, directing the substances, is something eternal, shaping our 
body according to a pattern which has not been altered during the last sixty 
centuries of human history. 
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Much of the data submitted in this paper is not new. A number of papers 
could be quoted which bear out the essential facts with other methods. Only 
one more example will be quoted to demonstrate that the essential facts 
have been known for more than half a century. Dr. Martin Waldner (12), 
an assistant in Anatomy at Innsbruck (Austria), who died very young, left 
among his papers a statement about fluorescence experiments with eggs of 
trout; published after his death in the “ Anatomischer Anzeiger” (1893). 
The spermatozoa remained living in a solution of eosin, under the cover slip, 
for about 15 minutes and were able to fertilize eggs. The membrane of 
the fertilized eggs became fluorescent red while the eggs themselves 
remained colorless. Embryo and yolk remained unstained. With all our 
modern facilities, including the mercury vapor lamps of today, we have 
been unable to add more essential facts to the findings of this young assistant 
who died so early. However, one main fact emerges from all past and 
present findings, namely:—that some of the old generalizations of the 
physiologists must be modified. For example, all investigators since W a r- 
burg (1911) have found that sodium is repelled by the virgin egg while 
it (Na) is forcefully attracted by the egg after fertilization. 

This is not explainable otherwise than on the basis of electrostatic 
attraction and repulsion. Since the virginal egg appears to be positive in 
the surface layer it would repel the sodium which is always positive, both 
in the world of the inorganic solution in distilled water, and in the milieu 
of living matter. Potassium, on the other hand, is positive in the inorganic 
world of the laboratory beaker, but it is generally negative in the milieu 
of living protoplasm. It is this latter fact, regarding the opposite behavior 
of K to Na in the living milieu, which is somehow overlooked or not accepted 
by the majority of the modern physiologists. This, in spite of the many 
proofs which exist. 

Another fact which seems difficult of acceptance to the modern physio- 
logist is the idea of eletrostatic attraction and repulsion. In this regard, 
some physiologists readily accept the attraction phase while finding it 
somewhat difficult to envision the fact that repulsion is as active and 
equally important a phenomenon as is attraction. For example, it is a well- 
known fact that the virgin egg floating in such a salt-rich milieu as the ocean, 
does actually repel sodium. This fact was first seen and reported by 
Waldner in 1893 through the medium of the salt tracer eosin, and again 
in 1911 by Warburg. The senior author of this paper saw it in over 
100 cases in his studies at Woods Hole. After fertilization of the egg the 
embryo seems to be electronegative and therefore attracts sodium and the 
other members of the extracellular group. It is therefore of no little impor- 
tance that the physiologist grasps the significance of the dominant roles 
played by electrostatic attraction and repulsion. It is also important for 
him to realize that while sodium is under all conditions always positive, 
potassium, on the other hand, is positive in the inorganic world of chemical 


1 The investigations of Professor Tibor Peterfi were performed in the Kaiser 
Wilhelm Institut fiir ‘Biologie in Dahlem near Berlin. 
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solutions in the laboratory beaker, but it is negative in the milieu of 
living protoplasm. 
Conclusions 


i. An attempt is made to interpret Ehrlich’s and Unna’s vital staining 
electrically. 

2. The main part of the virginal egg appears to be positive in the surface 
layer and in the “ black point” of the axolotl egg. 

3. The developing embryo seems electronegative and extracellular in its 
main mass. 

4. It is probable that electrostatic attraction and repulsion contribute 
to fertilization although the manner in which these forces operate are thus 
far inexplicable. 

5. The importance of the role played by electrostatic attraction and 
repulsion is to be stressed. 

6. The fact that Na is under all conditions positive, is in contrast with 
the behavior of potassium which is positive in the inorganic world of solu- 
tions in distilled water while it is negative in the milieu of living cells. 

7. With acid violet in picric acid, rich contrast staining of living snail 
eggs was obtained. Around the developing egg at least three violet rings 
appear. Between these rings and the embryo is the egg yolk, a further ring 
around the embryo, whose marginal cells form a further cortical structure. 
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Einleitung 


Wiahrend eines Zeitraumes von mehr als zehn Jahren wurde die Zell- 
physiologie von Untersuchungen iiber die durch Narkotika hervorgerufenen 
Anderungen der Konsistenz des Protoplasten beherrscht. In den Studien 
der Medizin und Biologie haben Viskositaétsinderungen von jeher eine 
wichtige Rolle gespielt. Dujardin (5) beschreibt in einer der ersten Ver- 
éffentlichungen das Protoplasma als eine ,,substance glutineuse“ und weist 
damit auf die erhebliche Viskositat desselben hin. Claude Bernard (3) 
erkannte als erster den Zusammenhang zwischen Viskositat und Narkose 
und stellte fest, daf letztere durch ein Gerinnen des Protoplasmas hervor- 
gerufen wird. Ungliicklicherweise krankte seine Theorie an _ schlechier 
Wortwahl, denn der Ausdruck ,,Gerinnung™ konnte gleichermafen auf ge- 
tétetes Protoplasma angewandt werden. Es wurde dann in den produk- 
tiven Jahren von 1920 bis 1930 von einer Anzahl von Forschern, besonders 
aber von Weber (18), festgestellt, da Narkose zweifellos mit einer wesent- 
lichen Konsistenzanderung des Protoplasten Hand in Hand geht. Ban- 
croft (2) driickte die Ansicht, da Narkose durch ein Verdicken des 
Protoplasmas veranlaft wird, mit dem leider schlecht gewahlten Worte 
»/lokkulation™ aus. Ein vollstandiges ,,Gerinnen™ oder ,,Flokkulieren“ des 
aktiven Protoplasmas wiirde natiirlich den Tod des betroffenen Organis- 
mus hervorrufen. Ein voriibergehendes Gerinnen kann nur im ruhenden, 
iiberwinternden Protoplasma des Samens, der Spore oder des Sklerotium 
stattfinden, welches dann wahrend der Keimung mit Hilfe verschiedener 
Enzyme wieder fliissiger gemacht wird. 

Dies ist jedoch ein Vorgang, welcher sich von der rapiden Erholung des 
narkotisierten Protoplasten unterscheidet, indem daf hier die Verfliissigung 
des koagulierten Protoplasmas sofort durch Entfernung des Narkotikums 
eingeleitet wird. Das Gerinnen des Protoplasmas ist also zweifellos dem der 
Gelatine oder dem eines thixotropischen Gels ahnlich und nicht der Ge- 


* Wir sprechen unseren Dank fiir finanzielle Unterstiitzung dem Sloan-Kettering- 
Institut und der Krebs-Kommission der University of Pennsylvania aus. 
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rinnung des Albumins in Hitze oder des Kaseins unter der Einwirkung eines 
Fermentes. Das gelatinisierte Protoplasma kann, im Gegensatz zu geron- 
nenem Blut, leicht wieder verfliissigt und zum Strémen gebracht werden. 

Ein weiterer Mangel wurde von Claude Bernard und verschiedenen 
seiner Anhanger itibersehen: Sie hatten keinen experimentellen Beweis fiir 
die Vorgange, die von ihrer Theorie gefordert wurden. Alle diese Beweise 
wurden jedoch bald mit Hilfe verschiedener Methoden gebracht. So be- 
nutzte Weber (18) die Zentrifugalkraft, um die Konsistenz des Proto- 
plasten zu bestimmen, wihrend von Seif riz (12) die Mikromanipulations- 
methode zu demselben Zwecke angewandt wurde. Alle diese Experimente 
lagen jedoch bisher fast immer nur auf dem Gebiete der Aniasthetika und 
nicht auf dem der Erregungsmittel. In der Hoffnung, diese Liicke fiillen zu 
kénnen, widmeten wir uns dem Studium der Einfliisse verschiedener Reiz- 
mittel auf Konsistenz und Viskositat des Protoplasten. 


Material und Methode 


Das Material, das in den Versuchen benutzt wurde, war der Schleimpilz 
Physarum polycephalum, welcher eine zellenlose, relativ formlose Masse 
reinen Protoplasmas darstellt. Das Plasmasol flie8t durch Kapillaren von 
verschiedener Gréfe; die Strémungsrichtung wechselt rhythmisch etwa alle 
50 Sekunden. Ein bleibender Stillstand dieser Str6mung zeigt den Tod des 
Organismus an, wahrend ein nur voriibergehender Stillstand von uns als 
Narkose bezeichnet wird. Narkose wurde bereits durch verschiedene Anis- 
thetika sowie durch eine Reihe anderer Mittel, wie zum Beispiel Hitze, 
Kalte, elektrischen und mechanischen Schock, hervorgerufen (13, 14). 

Zum Zwecke der Beobachtung brachten wir kleine Stiicke des Plasmo- 
diums auf Objekttrager, welche mit 2% Agar bedeckt worden waren. Nach 
ungefahr einer Stunde hatten sich die Kulturen soweit ausgebreitet, dal 
die Strémung des Protoplasmas bei 100- bis 200facher Vergréferung leicht 
verfolgt werden konnte. Um ein Austrocknen des Materials wahrend mikro- 
skopischer Beobachtung zu verhindern, wurden die Objekttrager mit dem 
Pilz nach unten auf eine durchsichtige, feuchte Kammer gelegt. Alle Rea- 
gentien, die in den folgenden Experimenten verwendet wurden, befanden 
sich in wafriger Liésung. Sie wurden entweder auf das Objekt getropft 
oder direkt in die mikroskopische Kammer gefiillt, so daft der Pilz voll- 
standig von ihnen umgeben war. 


Experimenteller Teil 


In unseren Versuchen benutzten wir zunachst Coffein. In 0,05 molarer 
Lésung hatie es eine drastische Wirkung: Die Strémung des Plasmasols 
wurde keineswegs zum Stillstand gebracht, vielmehr wurden die Kapillaren 
an vielen Stellen verbreitert. An den Enden der Pseudopodien bildeten 
sich zahlreiche Blasen, die durch das einstrémende Protoplasma gewaltig 
vergréRert wurden. Nach Anwendung der Mikromanipulationsmethode be- 
stand kein Zweifel dariiber, daf das Protoplasma sich hier in einem Sta- 
dium héchster Verfliissigung befand. Der Tod des Organismus wurde keines- 
wegs durch Gerinnung, sondern durch den erheblichen Verlust an Plasmasol 
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hervorgerufen. Es gelang jedoch, diesen Vorgang durch die Anwendung 
von Kohlensaure voriibergehend aufzuhalten. Die narkotisierende Kon- 
zentration des CO, (ungefahr 75%) war hier recht erfolgreich. 

Weitere Experimente, die mit anderen Xanthin-Derivaten durchgefiihrt 
wurden, zeitigten ahnliche Ergebnisse. Die Wirkurng des Theophyllin war 
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recht schwach, wahrend die des Theobromin fast der Wirkung des Coffein 
nahekam. — Im ganzen kann gesagt werden, daft die Wirksamkeit der an- 
gefiihrten Molekiile (Abb. 1) von der Anzahl und Lage der Methylgruppen 
am gemeinsamen Xanthinring abhangig ist. Ein Beweis dafiir ist auch, dal 
das methylfreie Xanthin keine derartigen Reaktionen des Protoplasma her- 
vorruft und in dér Medizin wegen seiner Wirkungslosigkeit keine Anwen- 
dung findet (16). 

Auf Grund der Beobachtung, daft die Xanthin-Anregungsmittel eine be- 
trachtliche Verfliissigung des Protoplasmas hervorrufen, stellten wir die 
Hypothese auf, da Reizsubstanzen im allgemeinen die Viskositat des Proto- 
plasten verringern wiirden, im Gegensatz zu den Anisthetika, welche ohne 
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Ausnahme das Protoplasma zum Gerinnen bringen (15). Diese Hypothese 
ist in der folgenden Kurve dargestellt (Abb. 2). 


Im normalen Zustand kann das Protoplasma in verschiedene Viskosi- 
tiitsgrade iibergehen. Der normale Bereich wird jedoch iiberschritten, so- 
bald ein Reizmittel zugefiihrt 
wird. UbermaBige Erregung SOL 
und somit Verfliissigung des 
Protoplasmas fiihrt zum Tod. 
Andererseits verfestigt sich das 
Protoplasma unter dem Ein- 
flu@ eines Narkotikums, und 
das protoplasmische Strémen 
ist gehemmt. Uberdosierung 
oder eine zu ausgedehnte Nar- 
kose verursacht in allen Fallen 
ebenfalls den Tod. Eine be- NARKOSE 
sondere Stellung nimmt hier SKLEROTIUM 
das Sklerotium ein, das dem TOD 
Zwecke der Uberwinterung 
dient. Es ist ein spezieller, PHYSIOLOGISCHER ZUSTAND 
narkoseahnlicher Zustand, der Abb. 2. 
durch einen langsamen Wasser- 
verlust hervorgerufen wird. Nur ein gewisser Restbestand chemisch ge- 
bundenen Wassers verbleibt, um eine Wiederbelebung des Plasmodiums zu 
erméglichen. 
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In unserer Arbeit wendeten wir uns nun den Opium-Derivaten zu 
(Abb. 3). Die Reaktionen des Protoplasmas auf Morphin und Heroin in 0,04- 
molarer Lésung waren denen auf die 


N.CH, Xanthin-Derivate in jeder Hinsicht ahn- 

/ | lich. 
/ CH, Dies scheint zunachst mit der klini- 
H, H | schen Anwendung dieser Alkaloide als 
’ Bog . Beruhigungsmittel und Narkotika im 
i Sele CH, » Widerspruch zu stehen. Die Fachliteratur 
ea Sas va stellt jedoch fest, da& Morphin nicht nur 
R.O Seg H O.R Cine Beruhigung, sondern auch eine Er- 
O regung des Riickenmarks hervorruft. Rei- 
Morphin Heroin Zende Wirkungen des Heroins erzeugen 
R=H R=CH,CO ein Gefiihl des Wohlbehagens nach seiner 


Einnahme. Wahrend im Menschen die 

beruhigende Wirkung des Morphins iiber- 

Abb. 3. wiegt, stellt es bei anderen Saugetieren, 

wie zum Beispiel der Katze oder dem 

Pferd, ein starkes Reizmittel dar (7). Die physiologische Wirkung des Mor- 

phins und Heroins steht also ebenfalls im Einklang mit unseren Beobach- 
tungen. 


(nach Gulland und Robinson, 1925) 
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Eine 0,1- bis 0,2molare Lésung Natrium oder Kaliumchlorid hat eben- 
falls eine verfliissigende Wirkung auf das Protoplasma, jedoch nicht so 
heftig. Werden die Cl--Ionen durch NO,— oder NO,— ersetzt, so reagiert 
das Protoplasma schneller und starker. Auch hier finden sich zahlreiche 
Berichte iiber die stimulierende Wirkung des Natriums und Kaliums. 
Wesentlich sind die Ergebnisse Matthews, welcher den Ischiasnerv des 
Frosches mit isotonischem Natriumchlorid erregte. Me yerhof (9) beob- 
achtete ein Anwachsen der Atmung in Seeigeleiern, Mayer und Plante- 
fol berichten das gleiche von Moosen. Kalium hat ahnliche Reizwirkungen, 
besonders auch auf die Respiration des Muskels und anderer Gewebe (8). 
Wiahrend Schwarz (11) beobachtete, da& Natriumnitrat die Riickkehr der 
Erregbarkeit eines in Zuckerlésung gelegten Muskels mehr begiinstigte als 
eine Lésung Natriumchlorid in gleicher Konzentration! 

Die weitaus wichtigste Stelle als Reizmittel nimmt neben Coffein zwei- 
fellos Benzidrin ein (Abb. 4). Auch diese Substanz mufte nach unserer Hypo- 
these eine Verfliissigung des Protoplasmas hervorrufen. Unsere Erwartungen 
wurden von den Resultaten in jeder Hinsicht bestatigt. Wiederum hier er- 
goB sich das Plasmasol in die bereits beschriebenen Blasen, die sich hier 
nicht nur an den Pseudopodien, sondern an der gesamten Oberflaiche des 
Plasmodiums bildeten. Losgerissene Blasen hatten eine vollstaindig runde 
Form, ein weiterer Beweis fiir die geringe Viskositat 
des darin enthaltenen Protoplasmas. Die Membran 
der Blasen war jedoch so diinn und widerstandslos, 
da sie hiufig ri® und das Protoplasma in vollstin- ; ‘ 
diger Lésung im umgebenden Wasser davonfliefen a a ee 
lie®. Derartige Ereignisse konnten nur in etwa 0,04- s ) 
molarer Lisung Benzidrin beobachtet werden, denn | 
die Wirkung stirkerer Konzentrationen war so dra- \_/ 
stisch, da in wenigen Sekunden nichts als ein grofer 
Tropfen fliissigen, unorganisierten Protoplasmas 
iibrigblieb, in dem nur mit Miihe die entfarbten Um- 
risse der urspriinglichen Kultur aufgefunden werden 
konnten. 

Der geschilderte Vorgang konnte durch Anwendung von 100% CO, auf- 
gehalten werden. Wiahrend normalerweise das Strémen des Protoplasmas 
in ungefahr 10 Sekunden zum Stillstand gebracht wird, dauerte es hier 
etwa 40 Sekunden, bis das ganze fliissige Protoplasma in ein Gel verwandelt 
worden war. Wurde das Protoplasma jedoch zuerst narkotisiert, hatte das 
aufgetropfte Benzidrin wahrend der Narkose iiberhaupt keine verfliissi- 
gende Wirkung. 


NH, 
| 


Benzidrin 


Abb. 4. 


Diskussion 


Protoplasma ist eine heterogene Mischung organischer und anorgani- 
scher Substanzen, die auf besondere Art und Weise zusammengesetzt sind. 
Daher muf man die lebende Materie als einen chemischen Komplex sowie 
als komplizierte Maschine ansehen, deren normale Funktion entweder durch 
eine chemische Reaktion oder durch einen einfachen physikalischen Vor- 
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gang, wie zum Beispiel Gelatinierung, gestért werden kann. Beide Vor- 
gange finden jedoch stets gleichzeitig statt, und oft ist einer die Ursache 
des anderen. In der Beobachtung physikalischer Verinderungen des Proio- 
plasmas iibersehen oder verneinen wir daher keineswegs die Tatsache, dak 
diese entweder die Folge chemischer Reaktionen sind oder von ihnen be- 
gleitet werden; beispielsweise kénnte die Verfliissigung des Cytoplasmas 
das Resultat eines chemischen Angriffes auf enzymatische Gruppen, Lipo- 
proieine oder andere Bausteine des Protoplasmas darstellen. Wir beob- 
achten nur die physikalischen Verinderungen, die zugleich die physio- 
logischen und pathologischen Vorgange in héheren Organismen erkliren: 
Gelatinéses Protoplasma ist trage, sein Stoffwechsel ist reduziert, wahrend 
chemische und physikalische Reaktionen in leichtfliissigem Protoplasma 
zweifellos mit gréRter Leichtigkeit und Geschwindigkeit vor sich gehen 
kénnen. Der Mechanismus, der eine Verfliissigung des Protoplasmas her- 
vorruft, ist noch nicht bekannt, jedoch erlaubt unser Wissen iiber Gel- 
strukturen die Formulierung einer Hypothese: 

In dem Ubergang von einem dickfliissigen zu einem diinnfliissigen Zu- 
stand ist das Protoplasma einer Veranderung seines molekularen oder kol- 
loidalen Aggregatzustandes unterworfen. Die Molekeln oder kolloidalen 
Teilchen stellen fibrillare Proteine dar, die in solcher Weise orientiert 
und miteinander verbunden sind, daf sie dem Protoplasma die Elastizitat 
und Fliissigkeit diinner Gelatine verleihen. Fre y-Wyssling (6) postu- 
lierte dafiir eine Netzstruktur mit losen, gleitbaren Verbindungen. Die 
,.“Haftpunkte“ der sich kreuzenden Molekeln kénnten zum Beispiel aus 
Wasserstoff (10) bestehen und durch verfliissigende Substanzen (Benzidrin, 
Coffein usw.) gelockert werden. 

Zahireiche Hypothesen iiber die Struktur des Protoplasmas oder der 
hochpolymeren Substanzen sind bereits aufgestellt worden: Die ,,Micellae“ 
Naegelis, die ,,Gitter* Astburys (1), Bungenberg de Jongs 
Koazervate (4) und das ,,Retikulum“ der Biologen. Vom Standpunkt des 
Rheologen aus ist der Charakter der Seitenverbindungen, die den kiirzlich 
postulierien ,,fliissigen Gelenken“ im Kautschuk ahneln kénnten (17), jeden- 
falls am wichtigsten. 

Auf alle Falle sind die Seitenverbindungen der fibrillaren Proteinmole- 
keln labile Einheiten, die dem lebenden, halbfliissigen Gel sowohl eine ge- 
wisse Festigkeit als auch freies FlieBen gestatten. Diese gleichzeitige 
Existenz von Fliissigkeit und struktureller Kontinuitat ist eine der charak- 
teristischen physikalischen Eigenschaften des Protoplasmas. Die feinen, 
fliissigen Seitenverbindungen der Proteinfasern werden von Erregungs- 
mitteln gelockert. 


Summary 


(1) The hypothesis that stimulants solate and depressants gelate proto- 
plasm is given further support from research on slime moulds. 

(2) The xanthine derivatives, caffeine, theobromine and theophylline, 
cause a remarkable liquefaction of protoplasm. 
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(3) The opiates, morphine and heroin, have the same solating effect on 
protoplasm as do the xanthines. 

(4) Sodium and potassium salts, the nitrates and nitrites more than the 
chlorides, lower the viscosity of protoplasm greatly, and both ions are 
known to produce stimulation. 

(5) Benzedrine, noted for its highly stimulating effect on man, liquefies 
the protoplasm of slime moulds. 

(6) The change observed when stimulants, or depressants such as anaes- 
thetic agents, are added to protoplasm, is one in viscosity; but it involves 
more than this. The structural continuity which characterizes living 
matter is disturbed: in anaesthesia the bonds, holding the structural units 
together, are tightened; in stimulation the structural ties are loosened. 
Where the bonds are completely and irreversibly severed, as in high con- 
centrations of stimulating agents, the outpouring of the protoplasm results 
in death. 
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Beruht die Fluorochromfirbung von Zellkernen auf 
Elektroadsorption an der Eiweifphase? 


Von 
Karl Héfler, Annemarie Toth und Maria Luhan 


(Aus dem Pflanzenphysiologischen Institut der Universitat Wien) 
Mit 1 Textabbildung 
(Eingelangt am 30. April 1949) 
1. Einleitung 


Die Fluoreszenzmikroskopie erfreut sich steigender Beliebtheit im 
Kreise der Zellphysiologen. Sie verwertet die fiir unser Auge unsichtbaren 
ultravioletten Strahlen, welche auftreffend viele Objekte im Mikroskop zum 
Selbstleuchten in den verschiedenen Farben des sichtbaren Spektrums 
bringen (,,primare Fluoreszenz’). Ihr Anwendungsbereich wird aufer- 
ordentlich erweitert durch die Fluorochromierungstechnik, d. h. durch Vor- 
behandlung der Zellen und Gewebe mit fluoreszierenden Lésungen, die von 
ihnen selektiv aufgenommen werden und ,,sekundiare Fluoreszenz~ (H ai- 
tinger) hervorrufen. Oft bringt derselbe, chemisch einheitliche Farbstoft 
verschiedene Zellen- und Gewebeteile zum Leuchten in verschiedenen Far- 
ben, und solche ,,Fluoreszenz-Metachromasie~ ist farbenpriachtiger und 
kontrastreicher als die mit Hellfeldfarbstoffen erzielte. 

Am eindrucksvollsten sind wohl die metachromatischen Farbungen, die 
mit zwei basischen Fluoreszenzfarbstoffen bewirkt werden, mit Coriphos- 
phin, welches Haitinger (1938) zur Darstellung von Kern und Plasma 
an erster Stelle empfahl,und Akridinorange, dem Farbstoff, den Strug ger 
in die botanische Mikrotechnik eingefiihrt hat. Der letztgenannte Autor 
hat in einer richtunggebenden Studie (1940 a) dargetan, da sich mit Akri- 
dinorange alle Teile der Zelle different und spezifisch anfarben lassen. Um 
das zu erreichen, ist nur notwendig, daf der Farbstoff bei verschiedener 
Wasserstoffionenkonzentration auf die Zelle einwirkt. Man bereitet also 
eine Reihe von Lésungen, die die Farbe in gleicher Konzentration (1: 10000 
oder 1 : 5000) enthalten, die aber durch Phosphatpufferung jeweils auf be- 
stimmte, fiir die Versuchsdauer konstant bleibende pH-Werte gebracht 
worden sind. Haben die benachbart hergestellten Schnitte, die man, wenn 
notig, zuvor entliiftet hat, fiir gewisse Zeit — meist 10 bis 15 Minuten — im 
Farbbad verweilt, so werden sie in die entsprechenden gleichnamigen, un- 
gefarbten Puffer iibertragen und darin mikroskopisch im UV-Licht ge- 
prift. — Strugger (1949) hat in einem jiingst erschienenen Buch die 
Eigenschaften des Akridinorange und die Farbetechnik mit diesem Fluor- 
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chrom ausfiihrlich behandelt. Von Gewebszellen héherer Pflanzen hat 
Strugger die Zellen der Innenhautchen von Schuppen unserer Kiichen- 
zwiebel Allium cepa als Objekt gewahlt. 

Im Wiener Pflanzenphysiologischen Institut ist 1933 bis 1938 mit dem 
Reichertschen Fluoreszenzmikroskop Aalterer Konstruktion, das mit Eisen- 
elektrodenbogenlampe ausgestattet war, gearbeitet worden. Seitdem dann 
das Institut 1943 in den Besitz der grofen modernen Apparaturen von 
Zeif und von Reichert (Lux UV) gelangt ist, hat der erstgenannte Autor die 
Struggerschen Versuche einer erweiternden und kritischen Wieder- 
holung unterzogen und hat dabei die Ergebnisse seiner Grundversuche mit 
Zwiebelhautchen bis ins einzelne bestatigen kénnen. Die Zellmembranen 
farben sich leuchtend rot bis herab auf etwa pH 3, wo ihr IEP., besser 
»Entladungspunkt™ (H6fler 1946 a) liegt, die Vakuolen farben sich matt 
kupferrot bis herab auf pH 6,5, die lebenden Kerne zart griin bis pH 4,8 
wie bei Strug ger, oder noch etwas weiter herab, die Plasmen noch zarter 
griin oft bis etwa um pH 6. 

Strugger selbst hat nun mit Nachdruck betont, daf® die physikalisch- 
chemische Deutung dieser Fiarbeeffekte das Haupiziel der wissenschaft- 
lichen Vitalfarbungsanalyse des Zellphysiologen sein muf. In erster Linie 
bediirfen also die Schwellen der Anfarbung der einzelnen Zellenteile der 
Erklarung. — In der Deutung der Membranfarbeschwellen konnte man sich 
Drawert (1937) und Strugger voll anschliefen (vgl. Héfler und 
Pecksieder 1947). Was hingegen die Schwellen der Vakuolenfarbung 
betrifft, so fiihrten vergleichende Versuche an zahlreichen Zellobjekten zu 
einer von der Struggerschen stark abweichenden, ja gegensatzlichen 
Interpretation der Beobachtungstatsachen (Héfler 1946 a, 1947, 1948, 
1949 a, b), die aber von Strugger in seinem Buche (1949, S. 48) noch nicht 
anerkannt wird. 

Zu Struggers Deutung der Fluorochromfarbung an Zell- 
kernund Plasma ist noch nicht Stellung genommen worden. Und doch 
handelt sichs hier um die Fragen, die vom eigentlich protoplasmatischen 
Standpunkt am allerwichtigsten sind. 

Strugger (1949, S. 53) stellt zusammenfassend fest: 

1. Das Acridinorange ist dadurch ausgezeichnet, dafi es zu den leben- 
den Eiweifkérpern des Protoplasten eine ungemein stark ausgepragte 
Affinitat besitzt und daher eine iuBerst rasche und schonende Vitalfarbung 
aller wichtigen zytologischen Struktureinzelheiten mit diesem Fluorochrom 
moglich ist. 

2. Diese Fluorochromierung ist, vorsichtig durchgefiihrt, unschadlich; 
die Zellen leben normal weiter. 

3. Lebendes und totes Protoplasma fluorochromiert sich mit aller wiin- 
schenswerter Exaktheit in verschiedener Fluoreszenzfarbe. Lebendes Proto- 
plasma vermag sich nur griin, totes kupferrot zu fluorochromieren. 

4. Die Ursache fiir diese Erscheinung wurde durch die Entdeckung des 
Konzentrationseffektes gefunden.“ 

Er konnte ferner die vitale Fluorochromierung der Chromosomen mit 
Akridinorange in sich teilenden Zellen ohne Stérung des Ablaufes der 
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Mitose beobachten und schon 1940 ¢ gelang ihm die Kultur des Myxomyceten 
Didymium nigripes ,im cytologisch voéllig durchfluorochromierten Zu- 
stand”. 

In seiner Ausgangsarbeit (1940 a, S. 102) beobachtete Strugger, dak 
die lebenden Kerne der Zellen der Zwiebelhaiutchen bei pH 5,98 noch eine 
deutliche griine Fluoreszenzfairbung annehmen, bei pH 4,7/4,9 eine schwache, 
bei 3,4 aber keine mehr. Er hat ferner den eindeutigen Nachweis erbracht, 
da das Akridinorange so wie andere basische Farbstoffe nach Vitalfarbung 
stets im Karyotingeriist fesigelegt wird. Er interpretiert nun schon in 
jener ersten Arbeit diese Beobachtung so, daft das Karyotingeriist eine 
negative Ladung tragt und dementsprechend die Farbkationen adsorbiert. 
Und fiir diese Deutung, wonach die im UV-Licht griine Vitalfarbung des 
Kernes — und auch des Plasmas — nach Akridinorangebehandlung elektro- 
adsorptiver Natur sein soll, ist er in allen folgenden Arbeiten mit Nach- 
druck eingetreten: ,,Die Speicherung des Acridinorange durch das lebende 
Protoplasma laft sich nach dem heutigen Stand der Forschung ebenfalls”, 
wie die durch den Kern, ,,nur als Kationenadsorption am lebenden Eiweif- 
micellargeriist auffassen“ (1949, S. 77). 

Die ersten, zunichst nur leichten Zweifel an dieser Interpretation hat 
nun Héfler (1948, S. 601) auf Grund der Erfahrungen, die sich bei seiner 
kritischen Nachuntersuchung ergeben hatten, ausgesprochen'. Doch ent- 
schlof er sich darum noch nicht, die Struggersche Lehre abzulehnen. 
Das Plasma der Zwiebelhautchen nimmt mit Akridinorange nach erfolgter 
Vakuolenkontraktion Fluoreszenzfarbung an, und da, wo die Kontraktion 
in der pH-Reihe beginnt, steigt die Farbung des Plasmas sprunghaft an. 
Getriibtes und nekrotisch verandertes Plasma, das keine BMB. mehr zeigt, 
weist noch stirkere Farbung bei gleichem Farbton auf. K iister (1933) hat 
nun mit Prune pure ganz analoge Farbungen am Plasma spontan kontra- 
hierter Zellen (der Zwiebelaufenepidermis) im Hellfeld beobachtet. ,,Er 
hebt hervor, daft es eine leichte Schidigung oder zumindest eine irgendwie 
geartete Strukturinderung sein muf, die, mit der Vakuolenkontraktion ver- 
bunden, das Zytoplasma zur Speicherung des Prune pure geeignet macht. 
Ich glaube, daf® Ahnliches fiir das Akridinorange gelten wird. Diese An- 
nahme gleichartiger Wirkung der beiden Farbstoffe steht allerdings im 
Widerspruch zu Struggers Auffassung, wonach das Akridinorange an 
der Eiweifiphase des Plasmas adsorptiv festgehalten wird; denn das Prune 
pure ist, wie Drawert (1938) nachwies, im physiologisch wichtigen Azidi- 
tatsbereich nur in Form neutraler, lipophiler Molekiile vorhanden und eine 
adsorptive Anfarbung des Zytoplasmas durch Farbkationen kommt daher 
bei diesem Farbstoff nicht in Frage“ (H6fler 1948, S. 602). 

Ernstere Bedenken stellten sich ein im Zusammenhang mit der Nach- 
priifung der vitalfarberischen Lebensreaktion, die Strugger 1940 ein- 
zefiihrt und weiterhin in zahlreichen Arbeiten ausgebaut hat. Lebende 


1 Vou anderen Forschern hat, soweit wir zur Zeit sehen, seither nur Drawert 
(1948, S. 118) zur Frage der elektroadsorptiven Farbstoffbindung im Zytoplasma 
kritisch Stellung genommen. 














Beruht die Fluorochromfirbung von Zellkernen auf Elektroadsorption? 65 


Plasmen und Zellkerne sollten nach Akridinorangebehandlung stets griin, 
tote stets rot fluoreszieren. Héfler hat demgegeniiber bewiesen, daf rote 
Fluorochromfirbung zwar tot, griine aber durchaus nicht immer lebend 
bedeutet. Es kénnen vielmehr getétete Kerne und Plasmen griin oder rot 
im UV-Licht leuchten (H6fler 1947, 1948, 1949 b). Die Tétungsart scheint 
von wesentlicher Bedeutung zu sein. So konnte schon in der ersten aus- 
fiihrlichen Versuchsreihe von 1944 an Zwiebelzellen gezeigt werden, da 
hier Quellungsnekrosen, wie sie durch NHs, aber auch durch KOH, NaOH, 
ja auch durch einfache Alkalisalze bewirkt werden, nach Akridinorange- 
firbung stets nur eine griine, niemals eine rote Fluoreszenz aufweisen. Im 
besonderen hat sich bei ausfiihrlicher Untersuchung der NHs-Nekrosen 
(1948, S. 622—632), wo riesige, gequollene tote Kerne auftreten, die fast des 
halbe Zellumen und mehr ausfiillen, ergeben, da auch nach einem zwei- 
ien Farbbad die griinen Quellungsnekrosen keine Rotfarbung annehmen. 
Strugger hat diese Ergebnisse teilweise anerkannt (1949, S. 69). Er sagt: 
»Vergleichen wir den Zellkern lebender und toter Zellen in bezug auf sein 
Verhalien gegeniiber dem Acridinorange, so lassen sich ahnliche Gesetz- 
mafigkeiten erkennen wie beim Zytoplasma. Auch hier vermag der tote 
Zellkern innerhalb des pH-Bereiches pH 2,6 — pH 6,7 eine glei&end kupfer- 
rote Fluoreszenz in seinem Karyotingeriist anzunehmen, wahrend der 
lebendige Zellkern niemals — auch bei starkster Uberfarbung — eine kup- 
ferrote Fluoreszenz erreicht. Uber pH 6,7 vermochie unter den vorliegen- 
den Experimentalbedingungen der Zellkern nur mehr eine auferst starke 
gelbgriine Fluoreszenz anzunehmen. Die Kerne sind in diesen Versuchen 
wohl durch Einwirkung der Phosphate stark gequollen und vermégen erst 
nach langerer Firbezeit so viel Farbstoff zu speichern, daf sie kupferrot 
fluoreszieren. Ich stimme daher H6f ler (1947) zu, da& an abnorm gequol- 
lenen Protoplasten die kupferrote Fluoreszenz toten Protoplasmas ver- 
zogert oder nur schwer in Erscheinung tritt.* 


2. Griinfluoreszenz toter Zellkerne 


Besonders eindrucksvoll werden nun die einfachen Reihenversuche mit 
Zwiebelhiutchen in pH-gestuften Akridinorange-Farbbadern, wenn man 
die Farbung der toten Zellkerne in den geschadigten Partien der Praparate 
ins Auge faft. In den stark und mafig sauren Farbbadern farben sich 
namlich diese Kerne immer zu intensiv griiner Fluoreszenz. Niemals wird 
man z. B. bei pH 2,0—pH 3,5 eine Rotfarbung der Kerne beobachien, 
wenn auch bei héherem pH in Schwesterpraparaten die Kerne der toten, 
schnittnahen Zellen im UV-Licht durchwegs rot gefarbt sind. Auch 
Strugger hat schon 1940a (S. 103) in der extrem sauren Stufe von 2,4 
die Griinfarbung beobachtet. Er sagt: ,,Traten aber bei langerer Versuchs- 
dauer Schidigungen infolge der hohen Aziditaét ein, so waren auch die 
Kerne pramortal griin gefarbt.“ Der Satz ist nur dahin richtigzustellen, 
daf nicht nur pramortale, sondern auch nekrotische Kerne und vdllig tote, 
auch bei Farbiiberschuf, die starke Griinfluoreszenz beibehalten. Bei 
schwicher sauren Lésungsstufen (pH 4—6) leuchten lebende Kerne ganz 


Protoplasma, Bd. XXXIX/1. te) 
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schwach griin, die toten aber zum Grofteil intensiv griin. Letzteres ist 
verstindlich aus dem erleichterten Farbzutritt, der durch keine semiper- 
meable Plasmaschranke gehemmit ist, durch die ja in den grofenteils oder 
fast ganz dissoziierten Farbstofflésungen den lipophoben Farbionen der 
Zuiritt zum lebenden Protoplasten verlegt wird. 
















































































Tab. 1. 
Zwiebelhautchen, Fluoreszenzfarbung mit Akridinorange. 
Kerne!) | 
Pi as 
pH | l tot Vakuole | Membran | Anmerkungen 
| lebend | | ee aca 
| fir Seaeeee | Randzellen | tot 
| 
2,04 | gelbgriin | gelbgriin| gelbgriin | leer | griin | 
2,56 | gelbgriin| gelbgriin| gelbgriin | leer | | 
2,87 gelbgriin | gelbgriin | gelbrot | leer | 
3,1 | blaugriin| gelbgriin| gelbgriin| gelbrot | leer gelbrot | 
| | rot | | | 
3,66 | blaugriin | gelbgriin| gelb- gelbrot | leer | gelbrot 
| | grin 
| rot | | | 
3,95 | blaugriin | gelbgriin| gelb- gelbrot | leer | rot | 
| grin | | 
rot z. T. | 
4,38 | blaugriin | gelbgriin| gelb- t | leer rot 
| | griin “id | 
duthec iced siete Meth opegid b-acha' oxi i an 
4,8 | blaugriin | gelbgriin| gelb- ee leer | rot blutrote Tropfen 
grun | als einziger Inhalt 
| ee emer 
| | Z. ka rot | leer oder ma Membran oft aufen 
6,35| grin | il | rot | mit griinen |schmutzig, — es 
gelbgriin Kl : »Alp 
| timpchen; graurot glithen“ Piinktchen 
ee | aS a pe SS | A | 
rot z. T. rot matt | griin | rote Entmischungs- 
7,1 griin | anes gelb- a griinen| kupfer- | »Alpen- |  kigelchen im 
| rot grin |Kliimpchen| rot __ gliihen“ | greases Fines 
grin | | gelb- | z.T. rot matt griin rote Entmischungs- 
10,1 } gelbgriin | grin (mit griinen| kupfer- | ,Alpen- ktigelchen im 
gequollen | rot |Kliimpehen| rot | glithen* | srtimen Plasma 





1 Die Tatsache, daf sich die Nukleolen abweichend fiarben, ist bekannt (Becker 
1936, Haitinger 1938, Bukatsch und Haitinger 1940, Strugger 1940, 
Hoéfler 1948, u. a.) und soll hier nicht weiter behandclt werden. 


Gegeniiber der erwaihnten Struggerschen Deutung der elektro- 
adsorptiven Natur der griinen Fluoreszenzfarbung ergibt sich aus diesen 
Erfahrungen der schwerwiegende Einwand, den sich Strugger selbst 
noch nicht macht, — daft im pH-gestuften Reihenversuch die Griin- 
farbung der Zellkerne auch unterhalb ihres IEP. ein- 
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tritt. Denn alle zahlreichen Literaturangaben stimmen wohl darin iiber- 
ein, daf der IEP. der Allium-Zellkerne etwa im Bereich bei pH 4,0—5.0 
gelegen ist. Daraus folgt aber schon theoretisch, daf unter dieser pH-Stufe 
im stark sauren Bereich, wo ja die Kerne selbst positiv aufgeladen sein 
miissen, eine elektroadsorptive Festlegung der gleichfalls positiv geladenen 
Farbkationen basischer Farbstoffe aus physikalischen Griinden nicht még- 
lich ist. : 

Als wir im Feber 1948 die prinzipielle Frage nach der physikalisch- 
chemischen Natur der an lebenden und toten Zellkernen beobachteten 
Fluoreszenzfarbungen aufgriffen, stand daher fiir uns die Entscheidung, 
ob es sich in der Tat um elektroadsorptive Farbstoff-Festlegung handeln 
kann, im Vordergrund. 

Wir haben zunichst die schon von Strugger (1940, S. 102, 1949, S. 70) 
und Héfler (1948, S. 614) vorgenommenen Reihenversuche an lebenden 
Innenepidermen der Zwiebelschuppe nochmals ausfiihrlich wiederholt. 
Tab. 1 bringt die Ergebnisse. Wir haben dann weiterhin verschiedene Té- 
tungsarten angewandt und die frisch getéteten Schnitte der gleichen Farb- 
badbehandlung unterzogen. 

Das Hauptergebnis dieser Versuche fiir unsere Fragestellung ist die 
Beobachtung, dafi die Rotfarbung toter Zellkerne erst iiber einer scharf 
bezeichneten pH-Schwelle beginnt. Erst bei pH 3,66 gibt es vereinzelt rote, 
bei pH 3,1 und darunter aber nur im UV-Licht griin leuchtende Kerne. 

Man wird nicht anstehen, den Schluf zu ziehen, da die Rotfluoreszenz 
auf elektroadsorptiver Festlegung der Farbkationen beruht und daf somit 
der Schwellenwert, bei dem sie auftritt, dem IEP. der (schnittnahen) Zell- 
kerne entspricht. Ebenso klar sprechen aber die Versuche dafiir, die griine 
Fluoreszenzfarbung, die auch unter dem JEP. der Zellkerne eintriti, auf 
andere als elektrostatische Ursachen zuriickzufiihren. 


3. Adsorptionsverdringung dureh Salze 


Um die Frage aber zu grundsatzlicher Klarung zu bringen, mufte nach 
einem neuen methodischen Hilfsmittel gesucht werden. Ein solches bot 
sich in den Erfahrungen iiber Adsorptionsverdrangung. Wissen wir doch 
seit Pfef fers (1886) grundlegenden Versuchen, die durch zahlreiche mo- 
derne Befunde immer wieder bestatigt wurden, daf basische Farbstoffe, 
die an Zellulosemembranen adsorptiv festgelegt sind, durch Behandlung 
der Zellen mit stark dissoziierten Salzlésungen aus ihrer Adsorptionsbin- 
dung verdraingt werden kénnen. Elektroadsorptive Membranfarbungen 
sind demnach durch Salzlésungen auswaschbar (vgl. Borriss 1937, Pe- 
karek 1938 u. a. zuletzt Héfler und Stiegler 1947). Die Zellmem- 
branen werden entfarbt. 

Wo es sich also bei toten Zellkernen um Elektroadsorption handelt, 
mite sich der elektrostatisch festgelegte Farbstoff in gleicher Weise durch 
Salzlésungen aus seiner Bindung verdrangen lassen! Wir hatten also die 
akridinorangegefarbten Allium-Epidermis-Praparate mit dissoziierten L6- 
sungen anorganischer Neutralsalze zu behandeln. 


5* 
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Die gefiairbten Schnitte wurden so unter ein Deckglas gebracht, daf sie 
in einem kleinen Trépfchen der ungefarbten Pufferlésung lagen. Der Rand 
der Schnitte blieb einseitig frei. Hier lieBen wir unter das Deckglas, wih- 
rend mikroskopisch beobachtet wurde, die Salzlésung — meist 0,5 mol 
CaCle — zuflieBen. Der Effekt war folgender: \ 

Im Augenblick des Zutrittes der Lésung zu den angeschnittenen Rand- 
zellen und den randnahen Zellen verschwindet die rote Farbung der Zell- 
membranen und der Zellkerne. Die letzteren werden aber nicht farblos, 
sondern die bisher roten Kerne farben sich schlagartig 
nach Grellgriin um. Finden sich im Inneren des Schnittes auch rote, 









































Tabelle 2. 
Kerne 
pH he as se, 7 ahs 
griine rote Umfarbung mit CaCle nach 

2,04 ja nein | 
z 2,56 ja 5 ny nein @ ene 
987 : ‘ iin Sesnily many : | Sard gies hale fos : 
. 3,1 rae: aly ; nein | ene ube hoya 

3,66 si tges ja ee. eae 
895 Geb it EA oaks Antica End coir wk 

4,38 - _ ai ; ja ote. one 
~~ le - 5 | i oo ite 
635 7 ja | ja * grin ine 
ae * ; ja ; | ja griin , 
Ds” pe a kee a grin 


tote Kerne, so erfolgt auch bei diesen die Umfarbung nach Griin, sobald 
die Lésung zutritt. 

Griin fluoreszierende tote Zellkerne werden durch 
die CaCh-Lésung nicht entfiarbt. 

Im einzelnen wies dieser Farbwechsel bei Salzbehandlung noch inter- 
essante Ziige auf. In Fallen, wo dieser Umschlag von Rot nach Griin nicht 
so pléizlich erfolgte — was besonders schén auch bei den noch zu bespre- 
chenden, mit 70% Alkohol oder 5% Salzsaure getéteten Schnitien zu sehen 
war —, zeigte es sich, daf gelbrote bis rote Kerne nach dem Salzzutritt 
zunachst dunkler rot wurden, um sich dann iiber Gelb nach Grellgriin 
umzufarben. Ja sogar gelblich griine, tote Kerne in den angeschnittenen 
Randzellen farbten sich mitunter zunichst dunkelrot um und nahmen 
dann erst die charakteristische grellgriine Farbe an. 
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Den Schliissel zum Verstaindnis dieser Erscheinung gibt vielleicht das 
Schicksal der bisher rot gefairbien Zellmembranen. Diese entfarben sich, 
wie bekannt, beim Salzzutritt rapid. Der dabei frei werdende Farbstoff 
wird augenscheinlich zunachst voriibergehend von den Zellkernen aufge- 
nommen. 

Wenn Farbkationen durch Salzlésungen aus ihrer Adsorptionsbindung 
verdringt werden, so sind Ionenkonzentration und lonenladung der letz- 
teren mafgebend fiir das Tempo der Vorgiange (vgl. z. B. Borris 1937). 
Die Ionen zweiwertiger Salze wirken viel rascher als die der einwertigen. 
So hat u. a. Kersting (1937) gezeigt, da Spirogyra-Zellen, die mit To- 
luidinblau 1:10000 in gleicher Weise durch 8—i0 Min. gefarbt worden 


Tab. 3. Umfarbung mit CaCl. NaCl und KCl. 
Alliumhiaiutchen, mit Akridinorange1:10000fluorochromiert. 





Konzen- | Kerne 


| tration BaP Bos 
| vorher nachher 


Konzen- | Kerne 


tration (7, j 

| ai | Vorher | nachher 
| | | | P 

CaCl.| 0,5 mol rot | plétzlich griin | NaCl | 0,5 mol rot langsam griin 











| langsam griin 





| eet) ot | re 0,4 mol | rot | nee dean 
| | | grin 
| a Pl — . a 
0,3 mol | rot | plétzlich griin 0,3 mol rot | intensiv rot 


0.2 mol | sas lich ori ‘ 1.0 ; | f | plétzlich griin, 
,2 mol | rot | plétzlich griin | KCl ,0 mo ro plsintn 








| langsam — tiber 
| rot — griin 








| 
| | 
| 0,1 mol rot | intensiv rot | 0,8 mol rot 
| 





rot intensiv rot 





sind, durch 0,1n KCl und NaCl in 130—160 Sek., durch die zweiwertigen 
Jonen von CaCl: (0,1n) aber in 17 Sek. entfarbt werden. 

Wir haben Versuche angesetzt, den Entfarbungsvorgang bei Anwen- 
dung von CaCl, von KCl und NaCl zu vergleichen. 

Bei Zusatz von 0,5, 0,4, 0,3 und 0,2 mol CaCle farben sich die roten 
Kerne plétzlich nach Grellgriin um; nachher zerplatzten sie oft. Nach 
Zusatz einer 0,1 mol CaCle-Liésung werden die Kerne dunkelrot und andern 
dann ihre Farbe nicht mehr; setzt man aber nachtriglich eine stirkere 
(0,5 mol) CaCls-Lésung zu, so werden auch diese Kerne sofort grellgriin. 
Fiir die einwertigen lonen der Alkalisalze liegen die Konzentrationsschwel- 
len héher. Nach Zusatz einer 0,5n NaCl-Lisung farben sich die Kerne 
langsam nach Griin um. In 0,4n NaCl geht die Umfarbung noch langsa- 
mer und fiihri iiber Dunkelrot. Einige Kerne bleiben noch lingere Zeit 
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dunkelrot; wird aber eine starker wirksame Salzlésung (0,5 CaClz) nach- 
traglich zugesetzt, so farben sie sich sofort nach Grellgriin um. Bei 
0.3n NaCl bietet sich etwa das gleiche Bild wie nach Zusatz von etwa 
0,1 mo! CaCl. Die gelbroten Kerne werden dunkelrot; sie andern ihre 
Farbe erst, wenn nachtraglich stairkere Salzliésung zutritt, auch sie wer- 
den dann grellgriin. 

Bei K-Salzen lag die Schwelle noch héher. Hier wurde in unseren Ver- 
suchen erst bei Verwendung einer 1,0n-Lésung von KCl ein pléizlicher 
Farbumschlag der roten Kerne nach Griin erzielt, eine 0,5n-Lésung be- 
wirkt nur ein Dunkelrotwerden der Kerne, aber keine Umfiarbung; diese 
wurde aber wieder durch nachtraglichen Zusatz starkerer Lésungen 
erreicht. 

Daf die einwertigen Alkalisalze langsamer wirken, ist begreiflich. Der 
vorlaufige Befund aber, daf das K-Salz schwacher als das Na-Salz wirkt, 
ist noch ungeklart, denn Unterschiede im Ionisationsgrad beider Alkali- 
salzlésungen kénnen kaum die Ursache sein. 

Die Umfiarbung der rot fluoreszierenden Allium-Zellkerne nach Griin 
beim CaCl.-Zutritt wurde erstmalig am 3. Feber 1948 festgestellt und ist 
dann vielfach immer wieder beobachtet worden. Der Grundversuch ist 
sicher reproduzierbar. 


4, Wirkung verschiedener Tétungsarten 


Wir fragten weiter, ob die Umfarbung der Zellkerne durch Salzionen 
in allen Fallen gelingt, auch wenn die Praparate vor dem Farben auf ver- 
schiedene Art abgetétet worden sind. 

Vergleichende Versuche mit Akridinorange nach verschiedener Tétung 
hat Strugger (1940a, S. 119) zuerst durchgefiihrt. Doch hat er Allium- 
Hautchen verwendet, die vorerst bei pH 7,15 30 Min. lang vorgefiarbt wa- 
ren und daher im Zellsaft gespeicherten Farbstoff im Uberschuf enthiel- 
ten, welcher dann bei Zellentod in Kern und Plasma iibertrat; er hat 
5% HCl, 1% KOH, 70% Alkohol, Atherdampf, leichtes Aufkochen und 
Verwundung durch Nadelstiche zur Tétung angewandt. — Bei unseren 
folgenden Versuchen wurden hingegen frisch getétete Praparate 15 Min. 
lang in pH-gestuften Farbbadern 1 : 10000 behandelt, also nur der gleichen 
Farbkonzentration ausgesetzt wie die lebenden Kontrollpraparate. 

Der nachfolgende Umfarbungsversuch der Zellkerne mit CaCl: verlief 
iiberall positiv. 


a) Tétung durch Alkohol 


Praparate der Innenepidermis der dritten fleischigen Allium-Zwiebel- 
schuppe, von auffen gezahlt, wurden 30 Min. zwecks Abtétung in 70% 
Alkohol eingelegt, dann in Akridinorangebidern abgestufter Aziditat 
1:10000 15 Min. lang gefarbt und anschlieffend in den gleichnamigen 
Puffern ausgewaschen und beobachtet. 

Bei pH 2,04 bis 3,95 nehmen die Zellkerne durchwegs nur eine griine 
Fluoreszenzfarbung an. Von pH 4,38 an aufwiarts farben sich die Kerne 
der schnittrandnahen Zellen rot im UV-Licht, wahrend im Schnittinneren 








Beruht die Fluorochromfirbung von Zellkernen auf Elektroadsorption? 





71 


die Mehrzahl der Kerne unter den gegebenen Versuchsbedingungen griin 
oder leuchtend gelbgriin fluoresziert. Der IEP. der Zellkerne ist somit 
zwischen pH 3,95 und 4,38 anzunehmen. 

Wahrend bekanntlich zahlreiche Forscher (Robbins 1923, Pischin- 
ger 1926, Naylor 1926, Yamaha 1933, 19357, Lilienstern 1954, 


Tab. 4. Zwiebelhaiutchen, durch70% Alkohol getétet, dann mit 
Akridinorange 1 


: 10000 gefiarbt. 





















































| Kerne | | | ¢ Pine 8 itt 
pH | ___| Nukleolus | Plasma | Membran | ‘@¥#r4uirl 
rote griine | | |\Kerne| Plasma 
| messing- ‘vollstindig| | keine 
| : is Py rei von tin | 
2,04 | nein ja | ungefirbt gelb ne | griin | ete 
| bcetits PI lth inal Tap 
3,1 | nein ja | grin ae 8 | sehwach | grin | rot 
fans | Ren aac = Sela eee OM ance rs 
‘ : , messing- | schwach |__| 
— nein ja | griin om aa | griin | rot 
| , ‘ | zart | schwach | | wird 
m. nein ja | gelbgriin cia | we | griin | one 
Se |__| ji -—_ —_|————| — 
4,38 | ja ja | gelbrot gelbrot | rot griin ‘jeu 
(Randzellen) aie | rot 
. ja | | | | wird 
Ja oft in Profil- | | | ey 
4 I t | | dunkl 
8 (Randzellen) stellung zer- gelbrot | gelbrot | ro | griin | po er 
eingefaltet | | 
ja ja | . rot | | wird 
6,35 : misig | rot mit griinen rot | grin | dunkler 
viele -gequollen | | Kliimpchen | | rot 
a | —|—_—— -a a= ——| - 
ja ee |__ rot | ia | ae 
7,1 | rot |mit griinen rot griin | dunkler 
Randzellen —— | | Kliimpchen | | rot 
ja | | | _ rot | wird 
10,1 | vereinzelt | a | rot jmit griinen rot | griin | dunkler 
Randzellen | deformiert | Kliimpchen rot 


Drawert 1937 u. v. a.) bei der Bestimmung des isoelektrischen Punktes 
von Zellenbestandteilen Farbstoffpaare oder Gemische je eines sauren und 


basischen Farbstoffes verwenden, konnte Strugger (1940a, S. 


112, 


1949, S. 76) zeigen, da die IEP.-Bestimmung allein mit dem einen basi- 
schen Fluoreszenzfarbstoff Akridinorange durchaus méglich ist. Héfler 
und Pecksieder (1947) haben das Verfahren zur Bestimmung des 
IEP. (Entladungspunktes) der Chitinmembranen héherer Pilze mit Erfolg 


angewandt. 





— Pischinger (1926) empfahl, plasmatische Objekte zur 
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IEP.-Bestimmung vor der Farbung in 70% Alkohol zu fixieren, da der 
Alkohol Eiweifkérper nur dehydratisiert, ohne ihre elektrische Ladung 
zu andern. Wenn in unseren Reihenversuchen in den alkoholgetéteten 
Zellen die ersten roten Kerne erst bei pH 4,38 — gegen pH 3,66 in den 


















































Tabelle 5. 
. Kerne - Umfarbung mit CaCl 
p i< asma ee Nh 
rote |  grtine | Kerne Plasma 
. ja | - ‘ 
2 | 
2,04 nein gelbgrtin | blaugriin | blaugriin 
aoe Bats ea ELe EINES i aiid Sata hac 
| a _ zuniichst rotgelb | 
3,1 nein leuchtend | blaugriin ritgateh Be . rot 
| griin | | dann grellgriin 
= - ' | Kerne zuniichst i: 
ja | ; = rétlich, dann grell- 
3; vereinzelt ” | ae griin, werden grof | is 
| und platzen 
| griin | Kerne zuniachst ves 
| ja . | rotgelbes | rétlich, dann grell- | eo 
3,95 d | »A oh et apes | ,Alpengliihen 
; vereinzelt | ” | eee | grin, werden grof| ” ve rot 
| Plasma und platzen 
el a Sd eee 3 (erases 
| —" Kerne zunichst | 
48 ‘a | ‘a | Geaaee rétlich, dann grell- | rot 
’ JJ | J | pee | griin, werden gro$| , Alpengliihen“ 
| und platzen | 
— ee eee ss eee eee ei 
: | : | Kerne zunichst it 
ja | ja mit grimen | rotlich, dann grell- ieee 
— sehr viele | gequollen | Kitmpchen | griin, werden grof nse 
| | »Alpengltthen* | und platzen 
pal i ’ | rot | Kerne zuniichst set 
P ja | oom | rétlich, dann grell- ta 
= 1 | gequotien | Kitmpenen | griin, werden grof| ~Aipenglahens soht 
»Alpengithen* | und platzen 
: ja ai rot | ot pmacene out 
Ja | ee rétlich, dann grell- 
10,1 é | stark | mit gritnen nase Alpenglithen‘ nicht 
It | Kliimpch riin, werden grof | Pens 
vereinze | gequollen | Alpen pithen* | g oa me mehr zu sehen 
unfixierten Kontrollhautchen — auftraten, so mag das Alkoholmaterial 


den richtigen JEP. der Allium-Zellkerne wiedergeben, wahrend der IEP. 
in den vereinzelten, schon bei pH 3,66 und 3,95 rot leuchtenden Kernen 
durch Schnittwirkung oder Beriihrung mit den sauren Zellséften mig- 
licherweise herabgedriickt worden sein kénnte. 


Wir sehen, daf die Umfarbung der roten Zellkerne durch CaCle nach 
kurzer Alkoholfixierung so gut wie am frischen Material gelingt. 
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b) Tétung durch Hitze 


Innenepidermis-Hiutchen von der dritten Allium-Zwiebelschuppe wur- 
den 2 Min. in hei&em Wasser von 80° C abgetitet, dann in 1 : 10000 Akridin- 
orange 15 Min. gefarbt und anschliefend in den Puffern ausgewaschen und 
beobachtet. 

Die ersten vereinzelten rot fluoreszierenden Zellkerne erscheinen in der 
aufsteigenden pH-Reihe schon bei pH 3,66, sowie an den unfixiert gefarb- 

































































Tabelle 6. 
| Kerne | | nach CaClo-Zusatz 
pH | Plasma | 
rote | griine | | Kern | Plasma 
n | ’ | ja | ‘i 
(3 HCl) | nein | greligetin | griin | 
| = | |— 
i a | 
(3 HCl) nein | gelbgriin- | griin 
| greligrin | ey? mt 
1 | | 
2 HCI) | rotgelb—rot | nein gelbrot | griin | gelbrot 
To HCi) | | | | 
| | wows | 
2,04 rotgelb— rot | nein |  gelbrot grin |  gelbrot 
oe : =e | | 
2,24 rotgelb—rot | nein |  gelbrot | grin | gelbrot 
| | Pio! a ee ee ee 
| | | | 
2,56 | rotgelb—rot | nein | gelbrot | grin | gelbrot 
| _| | ao vr ne ae iach ae amte 
| | 
3,1 rotgelb — rot | nein | rotgelb | griin gelbrot 
4,8 rotgelb—rot | nein | rotgelb | grin |  rotgelb 
= | | = = 2 ness. Se 
6,35 | rotgelb—rot | nein |  rotgelb | grin | rotgelb 
vi on ee ee x Waele 
Ib | rotgelb 
a | Randzellen | gequollen — | or «| ‘g 
el as silbdinaltaa —| - $$ | 
| isin | ja | » | grin | rotgelb 
- | Randzellen | gequollen eae om | sie 


ten Hiiutchen. Im Priparat bei pH 6,35 finden sich rote Kerne reichlich. 
CaCle-Zusatz verfiarbt sie in allen Praparaten nach Griin. 


Tétung durch 5%ige Salzsaure 


Gleiche Hautchen von der dritten fleischigen Zwiebelschhuppe wurden 
5 Min. in 5% HCi abgetitet, dann 15 Min. in Akridinorange 1 : 10000 ge- 
farbt, sodann in den Puffern ausgewaschen und beobachtet. 

Hier sind alle Zell kerne in allen Praparaten bei pH 1—6,35 kraftig 
rot fluorochromiert, nicht blof® die Kerne in der schnittrandnahen Zone. 
Griine Kerne treten iiberhaupt erst in den Farb- und Pufferbadern unter 
pH 1 und von pH 7,1 aufwiarts auf. 
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Die siiuregetéteten Hautchen liefern daher die schénsten Praparate. Da 
beim Sauretod, wie unsere Tabelle zeigt, die sauren pH-Stufen durchwegs 
rote tote Zellkerne geben, ist anzunehmen, daf der IEP. im Zusammenhang 
mit der Saurenekrose, die die Zellkerne erlitten haben, sehr weit herab- 
gedriikt wird. Er _ ist 
sicher nicht mehr der ur- 
spriingliche. Solche Ab- 
hingigkeit des IEP. von 
der Art der Fixierung 
wird in der Literatur 6f- 
ters erwahnt (Naylor 
1926). 

Die Beobachtung _ ist 
aber methodisch wichtig. 
Strugger (1949, S. 70/ 
71) teilt in seinem Buch 
einen pH-Reihenversuch 
an akridinorangegefiarb- 
ten Zwiebelhiutchen — 
»Lebend* und ,,Tot“’ — 
mit; in den toten sind 

die Kerne bei 
pH1,33 ++ griinlichrit- 
lich, bei pH 2,68 bis 
pH 6,50 +-+-+ kupferrot 


im UV-Licht gefarbt. Er 
Abb. 1. AHium cepa, Innenepidermis der Zwiebel- hat cher wilt hecbad- 


schuppe, a) % Stunde in 70% Alkohol, 15 Min. . : 
in jn 1 : 10.000, pH 3,66. Im Uv-Lint tet daft diese _ tiefe 
Kerne griin, Zellmembran und Plasma rotgelb. Schwellenlage spezifisch 
b) 5 Min. in 5% HCl, 15 Min. in Akridinorange blof fiir die siuregetite- 
1: 10.000, pH 3,66. Kerne rot, Membran und ten Zellkerne ist (auch 
Plasma rotgelb. seine Praparate waren 
mit 5% HCl 5 Min. lang 
behandelt. vgl. S. 68). Dadurch kénnte der Zusammenhang zwischen IEP. 
und Rotfarbung getriibt und der falsche Eindruck erweckt werden, als ob 
alle toten Zellkerne im ganzen sauren Bereich zur Rotfluoreszenz nach 
Akridinorangebehandlung befahigt waren. 
Daf es sich bei den roten Kernen auch in den sauersten Stufen um 
elektroadsorptive Farbbindung handeln muff, geht aus der Méglichkeit 
nachtraglicher Umfarbung beim Zufluf der CaCle-Liésung klar hervor. 








Um die von uns beobachtete Saurewirkung zu sichern, haben wir am 
1. und 8. April 1949 nochmals vergleichende Versuchsreihen mit benachbart 
hergestellten Praparaten der Zwiebelinnenepidermis, die auf verschiedene 
Art getétet worden waren, durchgefiihrt. 

Die Ergebnisse bestatigen die friiheren aus unseren Versuchen vom 
Jahr 1948. 
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An dem mit HCl getéteten Schnitt liegt die Schwelle der Adsorptions- 
farbung unter pH 1. Im stiarkst sauren Farbbad (n/3 HCl) bleiben die Zell- 
kerne leuchtend griin. Dariiber finden sich zunachst gelb fluoreszierende 
Kerne. Die Grenze zwischen Gelb und Rot erscheint flieffiend und liegt in 
verschiedenen Versuchen ungleich, die Atiologie bleibt zu klaren. Worauf 
es uns aber fiir jetzt ankommt, ist die Tatsache, da sowohl an rot wie an 
gelb gefarbten toten Zwiebelzellkernen die Umfarbung nach Griin mit 
CaCl: gelingt. Die Schwelle Gelb-Rot der toten Kerne ist also fiir die 
IEP.-Bestimmung nicht mafgebend; denn auch die Gelbfarbung beruht 
auf elektroadsorptiver Farbspeicherung. Es ist uns aber aufgefallen, dal 
die Riickverfarbung durch CaCl nach Griin an den durch starke Salzsaure 
getéteten Zellkernen wesentlich trager und, wie es scheint, schwieriger 
erfolgt als an den auf andere Art getéteten Kernen. 


6. Riickblick 


Strugger (1940a, S. 111) hat die von ihm entdeckite Metachromasie 
der Allium-Zellkerne, die durch Akridinorange zu griiner oder zu roter 
Fluoreszenzfarbung angeregt werden, allein aus dem _,,Konzentrations- 
effekt zu erkliren versucht; er glaubte, einen ,,spezifischen Adsorptions- 
effekt“ ausschlieBen zu kénnen. Wir haben dagegen zeigen kénnen, daf 
nur die Rot- und Gelbrotfairbung auf elektroadsorptiver Festlegung der 
Farbe beruht. 

Wie ist aber dann die griine Fluoreszenzfarbung, die an toten und 
lebenden Zellkernen nach Akridinorangebehandlung so haufig auftritt, zu 
erklaren? Auf Elektroadsorption kann sie nicht beruhen. Sie ist durch 
stark ionisierte Salze, welche die Farbkationen aus ihrer Adsorptionsbin- 
dung verdrangen, nicht auswaschbar. 


Vielleicht geben die Beobachtungen des erstgenannten Autors iiber akri- 
dinogriinende Zellsafte einen Fingerzeig. Solche Griinfluoreszenz des In- 
haltes lebender Vakuolen wurde nach Akridinorangefarbung vielfach beob- 
achtet: bei der Blattoberhaut von Platanthera bifolia (1947, 1949 a), von 
Leguminosen und vielen anderen Bliitenpflanzen (1949 b), bei Lebermoosen 
(1948) und auch schon in Zellen von der Aufenepidermis der Allium-Zwie- 
belschuppen (1948). In diesen vorangegangenen Arbeiten wurde ausfiihr- 
lich die Meinung begriindet, daf es sich, wo die Zellsafte griin fluoreszieren, 
um chemische Bindung der Farbstoffe an Zellsaftkomponenten handelt. 
Ist deren chemische Natur auch im einzelnen nicht bekannt, so spricht 
doch vieles dafiir, in erster Linie an organische Saduren zu denken. So hat 
auch Drawert (1940) angenommen, daf in der Zwiebelaufenepidermis 
aliphatische Sauren vornehmlich an der Vakuolenspeicherung beteiligt sind. 
Auch die Modellversuche Struggers und Drawerts iiber Farbstoff- 
verteilung zwischen Wasser und Olsaure stehen damit in gutem Einklang. 
Denn salzartige Bindung basischer Farbstoffe kann natiirlich auch dann 
erfolgen, wenn der Farbstoff in sauren Farbbadern ganz oder fast ganz in 
ionisierter Form vorliegt und daher von lipoiden Lésungsmitteln, wie 
Toluol und Chloroform, die nur Farbmolekiile lésen, im Verteilungsversuch 
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nicht mehr aufgenommen wird. Die chemische Natur des den Farbstoff 
bindenden Speicherstoffes scheint nur von geringer Bedeutung zu sein; 
zumindest geben verschiedene Sauren mit Akridinorange in gleicher Weise 
griinfluoreszierende Verbindungen. Ubrigens zeigt selbst die seit H aitin- 
ger (1938) bekannte griine Fluorochromfarbung verholzier, ligninhaltiger 
Zellmembranen fast den gleichen sattgriinen Farbton. 


Wir sprechen die Annahme aus, daft auch bei der griinen Fluoreszenz- 
firbung der Zellkerne mit Akridinorange eine chemische Bindung des 
Farbstoffes mit der Kernsubstanz vorliegt. Méglicherweise, ja wahrschein- 
lich, handelt es sich bei den Speicherstoffen im Kern um Thymonuklein- 
siuren, bzw. Nukleotide im weiteren Sinn. Dafiir spricht die seit Strug- 
ger (vgl. 1949, S. 70) bekannte strenge Lokalisation der Griinfarbung am 
Karyotingeriist. Die Festlegung des Akridinorangefarbstoffes in diesem ist 
aber nicht elektroadsorptiver Natur. 


Von Interesse ist endlich das farberische Schicksal des toten Protoplas- 
mas. Dieses kann nach Akridinorangefiarbung griin oder rot fluoreszieren. Doch 
zeigen unsere Tabellen, daf eine (matt) rote Fluoreszenz beim toten Plasma hiaufig 
und in viel weiterer Verbreitung aufscheint als bei den toten Zellkernen. Strug- 
gers (1949, S. 71) Tabelle zeigt fiir das siuregetétete Plasma (bei pH 6,78 bis 8,02) 
das gleiche. Bei Hifler (1948, S. 627) ist eine NHs-Nekrose abgebildet, bei der 
der gequollene tote Kern griin, das tote Plasma rot im UV-Licht ist*. 

Die Lésung der Frage nach der Natur dieser Farbung liegt nicht im Aufgaben- 
bereich der gegenwirtigen Arbeit. Aber die auffallendste Beobachtungstatsache 
mufi hervorgehoben werden. Rot fluoreszierendes Plasma entfarbt 
sich mit CaCl, nicht. Die Rotfarbung ist also wohl nicht elektroadsorptiver 
Natur wie die toter Kerne; sondern wahrscheinlich beruht auch sie auf chemischer 
Bindung -des Farbstoffs. Da& es Komponenten im Plasma der Zwiebelzellen gibt, 
die sich nach postmortaler Entmischung mit Akridinorange rot, ja leuchtend grellrot 
anfarben, war uns aus friiheren gemeinsamen Versuchen, die bis 1944 zuriickgehen, 
bekannt. Hier sei einer Erscheinung gedacht, die im Institut als ,,Alpengliih- 
phainomen“ bezeichnet wird. In einzelnen Zellen lebend angefarbter Zwiebelhaut- 
chen finden sich im UV-Licht lebhaft rot leuchtende Plasmaschlacken oder -kliimp- 
chen. Auch die Zellwand kann solches Alpengliihphanomen zeigen, d. h. stellenweise 
in grellstem Rot aufleuchten. Da es sich in den meisten Fallen um Membranstellen 
handelt, denen getétetes Plasma eng anliegt, kinnte man annehmen, daf die Zell- 
wandung lokal von Stoffen imprigniert ist, die aus dem Plasma stammen, — ahn- 
lihh wie im bekannten Versuch Brauners (1933) die Membran getéteter Spiro- 
gyra-Zellen den Gerbstoff aus der Vakuole aufnimmt. — Daf nun diese Art 
leuchtend roter Membranfarbung der Zwiebelzellen nicht elektroadsorptiver Natur 
ist, haben Versuche vom Februar 1948 mit aller Klarheit gezeigt. Wenn man CaCl, 
durch die Priiparate saugt, so verhalten sich die grellrot leuchtenden Membran- 
stellen anders als die einfach rot fluoreszierenden Zellmembranen. Wahrend letz- 
tere beim Zutritt der 0,5 mol CaCl,-Lésung rapid entfarbt werden, bleiben die 
grell aufleuchtenden Membranpartien rot, ebenso wie die leuchtenden Schlacken im 
Plasma. Ubertraigt man solche Praparate noch in reine CaCl,-Lésung, so bieten 


1 Vgl. die Farbphotos bei Héfler 1949b, Taf. IX: Auch bei Blatthautzellen 
von Orchis latifolia fluorochhromiert Akridinorange (pH um 8,55) tote Zellkerne 
griin, totes Plasma rot. . 
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sie in der Salzlésung ein schénes Bild, da das starke Leuchten ,,alpengliihender“ 
Membranteile hier gegeniiber den durch Adsorptionsverdringung entfarbten Zell- 
winden erst voll zur Geltung kommt. 

Daf nach Akridinorangebehandlung nicht alle Produkte chemischer Farbbin- 
dung griin im UV-Mikroskop leuchten, ist uns lange bekannt und geht schon daraus 
hervor, daf die in gerbstoffhaltigen Zellsiften gefallten Farbkriimel durch rote 
Fluoreszenz gekennzeichnet sind. — Ohne der weiteren Analyse vorzugreifen, sei 
auf die Méglichkeit verwiesen, daB es sich bei der mattroten Farbung des toten 
Zytoplasmas, welche der Einwirkung stark ionisierter Salzlésung widersteht, um 
die gleiche, noch nicht entmischte und daher im Plasma in geringerer Konzentration 
verteilte Komponente handelt, die nach Entmischung beim ,,Alpengliihen“ so 
intensiv rot strahlt. 

Endlich sei noch eine weitere an fluorochromiertem Plasma beobachtete Er- 
scheinung kurz erwahnt. In den Pufferlésungen iiber pH 6,35 waren im lebenden 
Plasma der Zwiebelzellen zahlreiche kleine smaragdgriin leuchtende Kiigelchen zu 
sehen, die von der Plasmastrémung mitgefiihrt wurden. Viel zahlreicher traten 
aber diese kleinen Trépfchen im toten, mattroten Plasma iiber pH 6,35 auf, wo die 
smaragdgriinen Kiigelchen besonders hervortraten und ein farbenprichtiges Bild 
boten. 


Mit dem Fluoreszenzfarbstoff Coriphosphin (vgl. Bukatsch und 
Haitinger 1940) ergaben sich am Plasma und Kern lebender Zwiebel- 
zellen andere aber analoge metachromatische Farbungen. Beim Zusatz von 
CaCl:-Lésung wurden an toten Zellkernen auch analoge Umfarbungen wie 
nach Akridinorangebehandlung beobachtet. 


Zusammenfassung 


Die rote Fluoreszenzfarbung toter Zellkerne nach Akridinorange-Be- 
handlung beruht auf elektroadsorptiver Farbspeicherung. 

Die griine Fluoreszenzfarbung, die auch unter dem IEP der Zellkerne 
auftritt und mit CaCl, nicht auswaschbar ist, beruht nicht auf Elektro- 
adsorption, sondern auf chemischer Farbbindung. 
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Sulle strutture protoplasmatiche in rapporto 
ad alcune soluzioni | 
Di 
Arturo Ceruti 
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(Pervenuto il 12 maggio 1949) 


L’argomento del presente lavoro @ un tentativo di dimostrazione 
dell’ufficio che hanno alcune proteine nella costituzione morfologica 
e fisico chimica del protoplasma delle cellule meristematiche e delle cellule 
differenziate. Allo scopo sono stati scelti come materiale di esame i giovani 
abbozzi fiorali di cavolfiore prelevati in autunno inoltrato. In essi si trovano 
grandi masse cellulari a carattere meristematico e nei peduncoli che le 
portano cellule altamente differenziate. 

La letteratura su tale argomento é pressoché nulla, qualche lavoro si trova 
solo sul protoplasma animale considerato in relazione aile strutture diret- 
tamente dipendenti dalle disposizioni proteiche. Il pioniere di tali studi 
é R. Bensley, al quale é stato dedicato il volume: «Frontiers in Cyto- 
chemistry » (Biological Symposia vol. 10, 1943). Egli é riuscito ad isolare 
dal fegato (1938) una proteina fibrosa che chiamé plasmosina. Dapprima 
allontand dalle cellule separate i costituenti solubili con soluzione salina 
diluita ed in seguito estrasse a freddo con una soluzione al 10% di NaCl 
tamponata a pH 6, 8 la plasmosina. Grande é la sua scoperta per il fatto 
che tale sostanza quando é posta in acqua diviene fibrosa e contrattile. 
Essa ha un punto isoeletirico a pH 3, 2 ed é una nucleoproteina con acido 
desossiribosio per cui Mirsky e Pollister (1943) credono che la plasmosina 
sia uguale alla nucleoproteina che essi hanno isolato dai nuclei e non un 
costituente citoplasmatico. Lazaro concorda che la plasmosina sia uguale 
alla nucieoproteina di Mirsky e Pollister, ma crede che essa non sia solo 
presente nel nucleo, avvicinandosi cosi alla teoria di Bensley, essendo 
essa anche la causa delle formazioni fibrose del citoplasma. Claude (1942) 
e Claude e Potter (1942) estrassero dai nuclei dei globuli della serie bianca 
del sangue, dopo omogeneizzazione per mezzo di soluzioni saline diluite o 
con semplice acqua, una sostanza in filamenti che rassomiglia ai cromosomi 
intatti. Questa si dimostré essere una nucleoproteina con acido desossiribo- 
nucleinico. Stedman. (1943) poi isolé una sostanza che chiam6é cromosomina, 
la quale sarebbe il principale costituente della cromatina e sarebbe una 
proteina acida per un alto contenuto in acidi glutamico e aspartico accanto 
all’acido nucleinico. Simile alla plasmosina é probabilmente la renosina di 
Szent Gyérgyi (1940) e Banga e Szent Gyérgyi (1940) estratta da tessuti 
omogeneizzati con 30% di urea in soluzione tamponata di KCl (0,6 mol.). 
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Materiale e tecnica seguita 


Il materiale proveniva da una stessa varieta di cavolfiore raccolto nello 
stesso periodo per diminuire al massimo le cause di variabilita. Esso 
é servito a fare due serie di esperimenti 

i) Una parte di materiale venne omogeneizzato in un comune omogeneiz- 
zatore, e da questa vennero estratte diverse frazioni di proteine. Il materiale 
venne successivamente esaminato al microscopio ordinario e al microscopio 
a contrasto di fase. 

2) Una seconda parte di materiale venne tagliata in fettine dello spessore 
di circa 1 mm, e queste vennero trattate con le medesime soluzioni estraenti. 
Le fettine vennero fissate in alcool ed in seguito sottoposte ai comuni tratta- 
menti per ottenere i preparati microscopici. 

I trattamenti nelle soluzioni venivano fatti ad una temperatura tra 
i4ei7 gradi ed in ogni soluzione il materiale rimaneva circa 24 ore e veniva 
ogni tanto agitato. Si preferi la fissazione alcoolica perché é quella che altera 
di meno i caratteri chimici. Le sostanze solventi usate furono le seguenti: 
H,O, KCl 5%, KCl 1%, CaCl, 5%, CaCl, 1%, H,SO, 0.5%, H,SO, 2%, H,O 
seguita da KC] 5%, glucosio 10%, saccarosio 10%. 


Osservazioni fatte 
Materiale vivente 


Materiale vivente ottenuto per raschiatura e schiacciamento, con aggiunta 
di qualche goccia di succo cellulare: esame al microscopio a contrasto di 
fase: il condrioma spicca bene in forma di granuli e di bastoncelli, indipen- 
denti, omogenei, sulle masse protoplasmatiche alquanto omogenee. I nuclei 
sono appena visibili come masse chiare avvolte da un velo scuro (membrana 
nucleare), e sono completamente immersi nel protoplasma, non mai in con- 
tatto con i vacuoli. 


Stato naturale. Fissazione in alcool 


Colorazione emateina-eosina. L’epidermide che riveste la zona meriste- 
matica é costituita da cellule fra loro pressoché uguali, leggermente allun- 
gate radialmente, col nucleo centrale 0 spostato verso un polo, per lo pit 
verso quello prossimale. I] nucleo di tali cellule é globoso, alquanto omogeneo 
microscopicamente, pero in tutti é distinguibile la membrana e sovente sono 
anche distinguibili granuli e trabecole di dimensioni piccolissime. La colo 
razione emateinica di tali cellule é alquanto omogenea. Gli strati sottostanti 
all’epidermide nella regione meristematica dimostrano cellule meno regolar- 
mente disposte e pil isodiametriche, a spazi intercellulari. I nuclei sono 
meno omogenei di quelli epidermici, presentano un maggior numero di 
granuli e di trabecole, sono di forma globosa, alcuni con cromosomi;: 
mancano pressoché i nucleoli. I] citoplasma di tutte le cellule meristematiche 
é fortemente eosinofilo, denso, poverissimo di sistema vacuolare, il quale 
compare in modo visibile con tale colorazione solo nelle cellule pit: interne 
delle strato. Le cellule del parenchima fondamentale portano un grande 
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vacuolo centrale, il citoplasma é ridotto ad un sottile strato attorno alla 
membrana e si addensa nelle vicinanze del nucleo. Il nucleo di-tali cellule 
é per lo pit fortemente allungato, in direzioni varie e denso di cromatina 
a granuli. Le cellule prevascolari sono ricche di protoplasma granuloso con 
piccoli vacuoli a forma di mollica di pane densa. I nuclei sono allungati 
secondo l’asse maggiore del germoglio, ad estremita ottuse, ricchissimi di 
minuti granuli cromatici. Le principali e piii comuni dimensioni degli 
elementi sopra descritti sono le seguenti: elementi dell’epidermide, proto- 
plasma 6—9 uw con una media 7—8 yw, nuclei 3—5 uw con una media 4—4,5 yw; 
elementi del meristema, protoplasma 6—11 4 con una media 9—10 uw, nuclei 
3—5 uw con una media 4,5 w; elementi del parenchima, protoplasma 12—20 u 
con una media 18 4, nuclei 4—35 X 2—2,5 uw; elementi prevascolari, nuclei 
8—10 X 2—3 uw. 

Colorazione Ceruti 1942. pH 3: tutto rosso tranne qualche nucleo ellittico 
del parenchima del fusto che presenta una colorazione azzurra special- 
mente nella vicinanze del nucleolo. 

pH 4: incomincia a comparire una colorazione azzurro-viola nella mag- 
gior parte dei nuclei, in alcuni nuclei si vede sul carioplasma una fine 
polvere azzurra ‘costituta da cromatina. 

pH 4,2: i nuclei dell’epidermide e del meristema presentano i granuli 
e le masse cromatiniche azzurre, lo sfondo é per lo pid viola, talora celeste. 
membrana nucleare azzurra, nucleoli rosso-intenso. Nuclei dei fasci e del 
parenchima viola o leggermente azzurri 0 con un reticolo azzurro e lo sfondo 
rosa, nucleoli rosa. Citoplasma rosso intenso. 

pH 4,9: nuclei dell’epidermide e del meristema azzurri, solo il nucleolo 
é rosa viola, o pressoché incolore o celeste pallidissimo. I nuclei sono quasi 
uniformemente colorati. I nuclei del parenchima fondamentale sono azzurri. 
i nucleoli rossi o celesti. I nuclei sono per lo pit densi, alcuni presentano 
granuli densi assai azzurri e il rimanente celeste con qualche piccola zona 
rosa. I nuclei dei fasci hanno uguale comportamento. Il citoplasma é rosa. 

Esame con il microscopio a contrasto di fase di materiale fissato in alcool 
e non colorato: i nuclei sono alquanto visibili, raramente i nucleoli, per lo 
piu il loro contenuto é omogeneo o quasi, ci sono peré delle parti pit scure. 
ed in alcuni si distinguono granuli anche numerosi. [| citoplasma delle 
cellule meristematiche presenta numerose formazioni condriomoidali e una 
parte citoplasmatica specialmente contro la parete cellulosica del tutto 
omogenea. Nelle cellule del parenchima generale manca quasi completa- 
mente la granulosita; il citoplasma costituisce un sottilissimo velo pressoché 
omogeneo contro la parete della membrana, irregolare di spessore, tuber- 
colato. 


Trattamento con acqua 


Materiale omogeneizzato, osservato senza fissazione. Si osservano proto- 
plasmi isolati, ma per lo pitt confluiti, e accanto a questi numerosi filamenti 
protoplasmatici isolati. Gli elementi visibili sono densi, con granuli, non 
sono distinguibili i nuclei. | margini di detti elementi non sono sfumati, 
ma ben netti e non assottigliati: || protoplasma si é coartato, probabilmente 
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non imbibito. I granuli preplastidiali hanno 1—2 u di grandezza. (Le masse 
protoplasmatiche sono perd assai pit tenui di quelle trattate con CaCl.,). 

Lo stesso materiale osservato al microscopio a contrasto di fase. Nel 
protoplasma si vede una maggior quantita di granuli che al microscopio 
ordinario e sovente delle masse da 1 a 5 u intarsiate di una sostanza rossa. 

Materiale fissato in alcool ed incluso. Colorazione emateina-eosina. 
Gli abbozzi fiorali presentano l’epidermide dei meristemi florigeni con 
cellule non perfettamente ordinate, con alcuni spazi fra loro, quasi fossero 
degli spazi iniercellulari ridotti, specialmente manifesti nella parte basale 
delle cellule. Il nucleo si presenta per lo pit al polo prossimale, perd 
se ne trovano anche di quelli al polo distale, pid raramente al centro della 
cellula. Il citoplasma é nella maggioranza dei casi profondamente vacuo- 
lizzato, scarsamenie eosinofilo. La cellula epidermica ha perso alquanto 
la forma poliedrica, é pit globosa. Il nucleo si mostra uniformemente 
colorato, solo la membrana é piu colorata, di forma ovale o ellitica, talora 
con la faccia rivolta verso il vacuolo concava. Non si vedono nucleoli. 
Negli strati del meristema il nucleo é globoso, uniforme, talora con qualche 
piccolo vacuolo, con la membrana pit colorata. Il citoplasma é poco 
eosinofilo, con vacuoli di tutte le forme e dimensioni. Le cellule del 
parenchima fondamentale hanno i nuclei uniformi e non presentano gra- 
nuli o nucleoli, e molti di essi sono vacuolizzati. Le pit comuni dimen- 
sioni sono le seguenti: elementi dell’epidermide, protoplasma 9—10 u con 
una media di 9 uw, nuclei 3,5—5 uw con unamedia 4,5 uw; elementi meristema, 
protoplasma 7—10 u, con una media 8—9 uw. nuclei 3—3,5 wu. 

Colorazione Ceruti (1942), pH 4,2 tutto rosso, nuclei omogenei, solo 
qualche raro nucleo del parenchima fondamentale ha colore azzurro. pH 4,9 
i nuclei sono appena azzurri, pit’ azzurri quelli del parenchima fondamen- 
tale. I nucleoli sono rosa, il citoplasma é pure rosa. pH 4,2 colorazione con 
bleu di toluidina: tutto rosso, tranne le membrane dei nuclei, specialmente 
del parenchima fondamentale che sono nettamente azzurre. 

Esame con il microscopio a contrasto di fase. Si distingue bene il nucleo 
con il nucleolo, nell’interno del nucleo si distinguono bene granuli e trabe- 
cole. Anche nel citoplasma si distinguono numerosi filamenti e granuli. 

Confronto con i preparati naturali. Nei preparati non fissati si osserva 
una maggior quantita di granuli citoplasmatici e una certa coartazione del 
citoplasma in confronto al materiale vivente. Di difficile spiegazione sono 
le masse protoplasmatiche intarsiate di sostanza rossa visibili al micro- 
scopio a contrasto di fase. Nei materiali fissati in alcool si osserva una certa 
alterazione dei reciproci rapporti morfologici delle cellule nell’epidermide 
e negli strati subito sottostanti, ed una modificazione di forma. II cito- 
plasma é notevolmente vacuolizzato, meno eosinofilo che allo stato naturale. 
I nuclei presentano una maggiore uniformita di colorazione e omogeneita, 
solo la membrana rimane immutata. La cianofilia é diminuita e incomincia 
in modo apprezzabile appena a pH 4,9. I nucleoli sono presenti. ma poco 
distinguibili con la colorazione emateina-eosina, e compaiono solo con gli 
aliri mezzi di indagine. Vi é poi una differenza tra materiale omogeneizzato, 
in cui per la rottura delle membrane i protoplasmi sono a contatto diretto 
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con l’H,O e i materiali trattati in toto. Infatti i primi presentano coarta- 
zione e riduzione del sistema vacuolare, gli altri aumento di tali caratte- 
ristiche. Anche la posizione del nucleo é alterata specialmente nell’epider- 
mide per tensione interna del vacuolo centrale. Quando il nucleo pare al 
centro della cellula epidermica, probabilmente esso é spinto verso la peri- 
feria cellulare e non al centro geometrico spaziale, il quale é sempre 
occupato dal vacuolo. Percid vi é sempre uno spostamento del nucleo in 
confronto con i preparati del materiale naturale. La forma del nucleo in 
alcuni elementi é pure alterata, ed in alcuni casi i nuclei sono vacuolizzati. 


Trattamento con soluzione di KCI al 5% 


Materiale omogeneizzato osservato senza fissazione. I protoplasmi si 
mostrano al microscopio tenui, a margini irregolari, sfibrillati, il condrioma 
é fisso, non in movimento browniano, in molti casi si osservano ancora 
i confini dei vacuoli. Non si osservano i nuclei. Alcuni protoplasmi sono 
confluiti fra loro, altri sono completamente liberi, numerosi sono i minuti 
frammenti di protoplasma liberi, pure numerosi gli elementi del condrioma 
liberi. 

Lo stesso materiale osservato al microscopio a contrasto di fase. I nuclei 
non sono visibili, é visibile invece una grande quantita di condrioma estre- 
mamente fine nel citoplasma. 

Materiale fissato in alcool e incluso. Colorazione emateina-eosina. Nelle 
cellule dell epidermide del meristema non vi é nessun segno di contrazione 
né di un aumento di vacuolizzazione del citoplasma. [| citoplasma é peri- 
ferico e al centro si trova il nucleo, rigonfio, vacuolizzato, eosinofilo, privo 
di cromatina, la quale si presenta sotto forma di granuli dispersi nel cito- 
plasma, e addensati specialmente sulla parete esterna del nucleo. In alcuni 
casi il nucleo é completamente in carioressi e non é pit distinguibile dal 
citoplasma. Raramente si trovano nuclei che presentano ancora nel loro 
interno granuli di cromatina o frammenti di trabecole cromatiniche. Le 
cellule dell’epidermide, non del tratto meristematico, sono leggermente con- 
tratte perd dimosirano all’interno grossi vacuoli o un solo grosso vacuolo. 
Il nucleo di tali cellule é nei casi meglio conservati profondamente vacuo- 
lizzato con la cromatina ridotta a granuli spostati alla periferia, ma nella 
maggior parte dei casi il nucleo é completamente in carioressi e nel cito- 
plasma si trovano granuli di cromatina assai piccoli e densi, essi si trovano 
alla periferia della cellula perché il centro é occupato da vacuoli. 

Il citoplasma delle cellule del meristema non é coniratto né vacuolizzato, 
pero il nucleo é ancora piu in carioressi e pit’ vacuolizzato. 

Le cellule del parenchima fondamentale vicine alla zona meristematica 
presentano il citoplasma leggermente contratto e il vacuolo centrale molto 
evidente. Alcuni nuclei mantengono ancora la forma allungata e si presen- 
tano come un sol blocco di cromatina, altri sono sferici, privi di cromatina 
che si trova sotto forma di granuli dispersi nel citoplasma. Nelle cellule del 
parenchima fondamentale interno il nucleo non esiste pit e si trovano solo 
dei granuli disseminati in tutto il citoplasma. Il citoplasma di tali cellule é 
estremamente vacuolizzato e ridotto ad un soitile velo periferico, l’interno é 
6* 
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tutto occupato da vacuoli. | granuli cromatici si trovano nel citoplasma, mai 
nei vacuoli. La loro grandezza é varia, anche al limite della visibilita micro- 
scopica. Nelle cellule del parenchima fondamentale del peduncolo il cito- 
plasma é alquanto contratto, i vacuoli sono pit piccoli, i nuclei meglio con- 
servati. Essi si presentano come masse ellittiche dense di cromatina, alcune 
in via di disfacimento per rottura in granuli. Si vedono nuclei in cui vi sono 
solchi profondi che tendono a frantumarli in granuli grossolani. Anche in 
queste cellule si vedono nuclei in cui la carioressi é pit spiccata. Le pit 
comuni dimensioni sono le seguenti: cellule dell’epidermide dello strato 
meristematico, protoplasma 7—8 yu, nuclei 4—5 wu: cellule epidermiche lontane 
dallo strato meristematico, protoplasma 7—9 u, nuclei 4—3 u: cellule del 
meristema, protoplasma 7—8 uu, nuclei 3—6 w; cellule del parenchima fonda- 
mentale, protoplasma 10—11 wu, nuclei 3 X 1,2—1.8 wu. 

Colorazione Ceruti (1942) pH 2,7 si scorgono rare masse verdi nel cito- 
plama delle cellule del peduncolo. pH 4 nel citoplasma di pressoché tutte 
le cellule si riscontrano masse granulari colorate in verde, tutto il rimanente 
é rosso. pH 4.9 tutto rosso tranne grosse masse verdi nel citoplasma e special- 
mente contro la cuticola dell’epidermide. Queste masse sono omogene. Nelle 
cellule del peduncolo medesimo fatto, perd anche le membrane cellulosiche 
sono azzurre. I] numero di masse verdi per ogni cellula é vario, ma general- 
mente le masse sono pid’ numerose e pit piccole nelle cellule del meristema. 
piu grandi e meno numerose nelle cellule del parenchima profondo. 

Esame con il microscopio a contrasto di fase dopo fissazione in alcool. I\ 
citoplasma si presenta ricco di filamenti, irregolari per spessore, lunghezza 
e direzione, pitt numerose le forme corte nelle cellule del meristema. I nuclei 
sono poco visibili. 


Trattamento con KCl all’1% 


Materiale fissato in alcool ed incluso: Colorazione emateina-eosina. II 
citoplasma delle cellule del meristema si presenta con grossi vacuoli. I nuclei 
sono rotondi, regolari, con cromatina in gran parte granulare, membrana 
nucleare ben visibile. Il citoplasma del parenchima fondamentale, ridot- 
tissimo per presenza di un gran vacuolo centrale, é solo visibile attorno al 
nucleo. I nuclei di detti elementi sono fusiformi, compaiti, in alcuni si scor- 
gono granuli cromatici. 

Colorazione Ceruti (1942). pH 4 tutto rosso tranne alcuni nuclei che mo- 
strano masse violacee e raramente verdi. pH 4,9 i nuclei dei meristemi sono 
quasi nella loro completezza verdi, solo alcune masse sono viola come la 
maggior parte dei nucleoli. | nuclei del parenchima sono in gran parte 
totalmente e omogeneamente verdi. Citoplasma rosso o viola, pit rosso 
quello del parenchima fondamentale. 

Confronto con i preparati naturali. Il materiale non pare contratto ed il 
condrioma pare ben conservato nei preparati non fissati ed osservati al 
microscopio a contrasto di fase. Perd nei materiali fissati il citoplasma si 
mostra con formazioni pit’ grossolane che nel materiale naturale. Nei mate- 
riali fissati la forma periferica cellulare é molto simile a quella dello stato 
naturale, perd i nuclei presentano profonde modificazioni. La cromatina 2 
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pressoché tutta staccata dai nuclei e si trova coagulata in granuli o in fila- 
menti di dimensioni varie, sparsi nel citoplasma, solo nei nuclef pit: vecchi 
del peduncolo la cromatina é ancora unita al nucleo. Essa non si trova mai 
fuori della membrana cellulare, memtre la membrana nucleare é del tutto 
scomparsa. A causa di questa perdita della cromatina i nuclei sono poco 
distinguibili dal citoplasma. ‘Tali masse cromatiche sono fortemente ciano- 
file e sempre pit cianofile dei nuclei dei tessuti naturali. Quindi il tratta- 
mento con KC] 5% ha determinato il distacco della cromatina. II citoplasma 
invece é alquanto simile a quello dello stato naturale. I nuclei sono sovente 
vacuolizzati. Per concentrazioni di KCI] 1% i nuclei si mostrano molto simili 
a quelli dello stato naturale, perd il citoplasma é profondamente vacuo- 
lizzato e si riduce talora ad un sottilissimo velo contro la parete cellulare. 
Si deve notare che il citoplasma delle cellule meristematiche é¢ lievemente 
pit elettronegativo di quello delle cellule pit differenziate. 


Trattamento con CaCl, 5% 


Materiale omogeneizzato osservato senza fissazione. Si scorgono numerosi 
protoplasmi e frammenti liberi ricchi di granulazioni: molti granuli sono 
liberi; i nuclei visibili seno molto scarsi, si scorgono confini di vacuoli. 

Lo stesso materiale osservato al microscopio a contrasto di fase. Si scor- 
gono numerosi granuli liberi e, accanto a questi, bastoncelli di dimensioni 
molto varie, alcuni in via di frantumazione, presentanti solchi, strozzature e 
gibbosita, mancanza di omogeneita, altri con ramificazioni. Alcuni granuli 
sono colorati in rosso, altri intarsiati di una sostanza rossa. | protoplasmi si 
presentano come ammassi compatti estremamente e minutamente bernocco- 
luti, tutti ripieni di granulosita e di trabecole, immobili. 

Materiale fissato in alcool ed incluso. Colorazione emateina-eosina. II 
citoplasma delle cellule epidermiche é fortemente contratto con la scom- 
parsa di ogni vacuolo, compatto, microscopicamente pressoché omogeneo, 
fortemente eosinofilo, a contorno poliedrico. Il nucleo in molte cellule 
viene mascherato dal citoplasma contratto; nelle cellule in cui é visibile, 
pur mantenendo una forma sferoidale, é alquanto alterato nel contorno. 
Tutta la cromatina si trova addensata contro la membrana nucleare che 
non é pit distinguibile e la parte interna del nucleo rimane priva di 
cromatina ; essa sovente forma granuli sul contorno nucleare. Le cellule 
meristematiche hanno comportamento uguale a quelle dell’epidermide. 
Nelle cellule del parenchima fondamentale il citoplasma si mostra in 
parte contratto e addensato attorno al nucleo, in parte é contratto in 
granuli contro la periferia della cellula, cioé contro la membrana cellu- 
losica. Tanto il citoplasma perinucleare che i granuli sono fortemente 
eosinofili. | granuli per lo pit sono sferici, di grandezza inferiore ad 1 wu. 
Nelle cellule del peduncolo fiorale Vazione del CaCl, é meno violenta. II 
citoplasma é notevolmente contratto, pero in molti casi é ancora ben distin- 
guibile un vacuolo centrale, in altri perd non vi é traccia di detto vacuolo. 
Il citoplasma é tutto minutamente alveolato ed anche minutamente granu- 
loso. Mancano perd quasi completamente i granuli periferici di cui sopra, 
solo nelle cellule pit grandi si trova qualcuno di detti granuli, la loro com- 
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pagine non é€ omogenea ma minutamente alveolata (al limite della visibilta 
microscopica). | nuclei delle cellule del peducolo sono meno sofferenti 
degli altri. 

Le pii comuni dimensioni sono le seguenti: elementi dell’epidermide, 
protoplama 3—7X3—3u con una media 5—6X4—5u, nuclei 
1—3 X 1—2 yu; elementi del parenchima fondamentale, nuclei 2—3 yu; ele- 
menti del peduncole fiorale, protoplasma 9—12 K 5—10 u, nuclei 3,5—6 ju. 

Colorazione Ceruti (1942). pH 4,2 nuclei verdi, nucleoli rossi, citoplasma 
rosso. pH 4,9 spiccano bene i nuclei intensamente verdi, pressoché omogenei, 
contratti, qualcuno con forme che accennano alla poliedrica, non si distin- 
guono nucleoli. I] citoplasma é rosso. pH 6, nuclei verde azzurri, citoplasma 
azzurro viola. 

Esame con il microscopio a contrasto di fase. Materiale fissato, non colo- 
rato. Numerose formazioni granulari e trabecolari. Poco visibili i nuclei 
(quasi omogenei). 

Trattamento con CaCl, 1% 


Materiale fissato in alcool ed incluso. Colorazione emateina-eosina. 1 
citoplasma mostra vacuoli, i nuclei sono granulosi, reticolati od anche 
omogenei. 

Colorazione Ceruti (1942). pH 4 nuclei viola, qualche massa azzurra, cito- 
plasma rossastro. pH 4,9: nuclei completamente azzurri, compresi quasi 
tutti i nucleoli, citoplasma viola ed alcuni nucleoli. Il citoplasma delle cellule 
non meristematiche é maggiormente rosso. pH 5,4 come sopra. II colore 
azzurro é pit vivo nei nuclei del parenchima fondamentale. 

Confronto con i preparati naturali. I| protoplasma non fissato é@ notevo- 
mente coartato e le forme sono alquanto alterate. Il citoplasma é riccamente 
e grossolanamente granuloso. Nei preparati fissati i nuclei conservano ancora 
la cromatina, ma nei tessuti epidermici e meristematici essa é disposta in 
modi alquanto diversi da quelli dei tessuti normali, la forma é meglio con- 
sevata nei nuclei pit’ vecchi. La cianofilia di tali nuclei é molto simile a 
quella degli stati normali. Il citoplasma presenta una forte granulosita ed 
in molte cellule tutto o una sua gran parte si differenzia in piccoli granuli 
di circa 1 u, globosi e fortemente e uniformemenie eosinofili. Quesio fatto 
é meno pronunciato nelle cellule pit: vecchie, perd ove esso si riduce ad un 
velo sottilissimo il fenomeno si verifica ugualmente. In molti casi si ha l’im- 
pressione che la cromatina trovi una barriera insormontabile a passare nel 
citoplasma nella membrana nucleare e contro questa, dalla parte interna, 
si addensa. La concentrazione di CaCl, 1% modifica di poco l’aspetto nor- 
male dei protoplasmi. 


Trattamento con H,SO, 0, 5% 


Materiale fissato in alcool ed incluso. Colorazione emateina-eosina. In 
tutte le cellule del meristema, comprese quelle dell’epidermide, si trova un 
citoplasma molto contratto e fortemente eosinofilo, i vacuoli, ove esistono, 
sono molio minuti e scarsi. Le distanze tra i protoplasmi sono maggiori del 
normale. I nuclei hanno perso completamente la cromatina e non si colo- 
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rano con l’emateina. In ogni nucleo si scorge un nucleolo sferico e com- 
patto, la forma del nucleo é mantenuta, le trabecole sono evidenti, nette, 
compatte, sottili, molto dentate. 

Nelle cellule del parenchima fondamentale il protoplasma si presenta 
coartato, perd vi é sempre presenza di un grosso vacuolo centrale. Il cito- 
plasma si presenta minutamente alveolato, con un reticolo a pareti sottilis- 
sime, estremamente pit sottili delle lacune delle maglie. I nuclei hanno per lo 
pit forma ellittica, i meno compatti hanno pit cromatina. I nuclei sferoidali 
hanno perso completamente la cromatina, nel loro interno si scorgono nume- 
rosi granuli eosinofili, non trabecole, talora nucleoli. Nei nuclei sferoidali 
si osservono anche vacuoli. In aicuni nuclei ellittici si trovano anche dei 
granuli con cromatina. Nelle lunghissime cellule dei fasci fibrovascolari il 
citoplasma é trasformato in minuti granuli eosinofili ma si trovano cellule 
in cui vi sono anche granuli emateinofili. | nuclei hanno perso parte della 
loro cromatina. In alcune di tali cellule si scorgono degli ammassi omogenei, 
ovali, completamente eosinofili, in alcuni casi tali ammassi sono anche 
vacuolizzati. 

Le pit comuni dimensioni sono le seguenti: elementi dell’epidermide, 
protoplasma 6—9 u, nuclei 5—6; elementi del meristema, protoplasma 
7—9 uw, nuclei 4—6,5 uw, cellule del parenchima fondamentale, protoplasma 
10—14 uw, nuclei 4—6 X 1,5—4,5 wu. 

Colorazioni Ceruti (1942). pH 4,9 tutto rosso. pH 6 gli ammassi nelle 
cellule allungate dei fasci sono rosso vivo, il citoplasma é azzurro in tutte 
le cellule specialmente in quelle meristematiche, i nuclei sono azzurri. 

Confronto con i preparati naturali. Si nota una grande granulosita del 
protoplasma ed una forte coartazione, fatti perd meno pronunciati nel 
parenchima piu differenziato. Il sistema vacuolare é ridotto, il filamenti 
é fortemente eosinofilo e compatto, le sue briglie sono coartate in filamenti 
assai pit sottili del normale. I nuclei hanno perso completamente la croma- 
tina e sono eosinofili ed eritrofili, ad eccezione dei nuclei pit differenziati, 
i quali posseggono ancora un po di cromatina. Nelle cellule prevasali si 
separano ammassi grandi di proteina omogenea, fortemente eosinofila ed 
eritrofila, talora vacuolizzata. 


Trattamento con H,SO, 2% 


Materiale omogeneizzato osservato senza colorazione. Si osservano fila- 
menti e granuli liberi, per lo pit protoplasmi coartati, nei quali si distingue 
qualche briglia protoplasmatica e qualche nucleo raggrinzito. 

Lo stesso materiale osservato al microscopio a contrasto di fase. Il cito- 
plasma é ridotio tutto a granuli di dimensioni varie, anche minutissimo. Il 
nucleo é difficilmente visibile, si scorge pero anche il nucleolo. La forma dei 
granuli piii grandi é irregolarmente globosa con facce compresse per mutua 
compressione. Alcuni nuclei hanno tutto il contorno minutamente dentellato 
o granuloso (limite della visibilita, il contenuto é piutiosto omogeneo). Il 
citoplasma del parenchima generale é meno granuloso, in alcuni casi si 
distingue bene il vacuolo. 

Materiale fissato in alcool. Colorazione emateina-eosina. I| citoplasma 
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delle cellule del meristema é compatto, privo di vacuoli, fortemente eosino- 
filo. I nuclei sono privi di cromatina, colorati solo con l’eosina, poco distin- 
guibili dal citoplasma, i nucleoli sono sovente visibili, eosinofili e sovente 
con vacuolizzazione. Nelle cellule del parenchima fondamentale il citoplasma 
é contratto ma meno delle cellule meristematiche (rimane ancora un vacuolo 
centrale), nettamente eosinofilo, meno granuloso di quello delle cellule meri- 
stematiche. I nuclei sono rigonfi, allungati, talora con qualche granulo cro- 
matico. Nelle cellule prevasali il citoplasma é ridotto a granuli compatti 
fortemente eosinofili, i nuclei di tali elementi sono privi di cromatina. 

Colorazione Ceruti (1942). pH 4 tutto rosso; pH 4,9 tutto rosso; pH 5.4 
tutto rosso. 

Esame con il microscopio a contrasto di fase. || citoplasma é tutto ridotto 
a granuli grossolani, o ad ammassi irregolari 0 a bastoncelli irregolari. Nelle 
cellule del parenchima fondamentale é possibile riscontrare contro la mem- 
brana citoplasma non spezzetiato ed omogeneo al microscopio. 


Trattamento con H,O seguito da KCI 5% 


Materiale omogeneizzato osservato senza fissazione. Il protoplasma si 
mostra molto frantumato osservandosi frequentemente solo qualche briglia 
con grossi mitocondri, manca una vera compagine protoplasmatica. I nuclei 
non sono visibili. 

Materiale fissato in alcool ed incluso. Colorazione emateina-eosina. Le 
cellule dell’epidermide e del meristema sono contratte, il citoplasma é 
compatio, si osserva perd un vacuolo centrale. I] citoplasma é eosinofilo 
pero si distinguono numerose masse, granuli e filamenti emateinofili. [ 
nuclei sone per lo pit: omogenei, per lo pit: completamente eosinofili, perd 
qualcuno presenta qualche granulo cromatico. Le cellule del parenchima 
del peduncolo sono contratto, i nuclei sono centrali, alquanto omogenei. 
globosi, perd alcuni sono ellittici con qualche granulo cromatico, molti 
hanno la forma concava per pressione da parte del vacuolo. 

Colorazione Ceruti (1942). pH 4,2 tutto rosso, tranne alcune masse o gra- 
nuli sparsi nel citoplasma di colore verde. pH 4,9, citoplasma rosso, nuclei 
azzurri, compatti, in alcune cellule masse o granuli verdi. Nelle cellule ove 
compaiono queste masse il nucleo é rosso o azzurro debole. pH 6. nuclei 
verdi, citoplasma rosa, nel meristema anche azzurro. 

Confronto con i preparati naturali. Si devono fare all’incirca le medesime 
osservazioni dei preparati trattati solo con KCI. Perd in questi preparati si 
osserva una maggiore contrazione e granulosita protoplasmatica, simili a 
quelle dovute allo sola azione dell’acqua. Si deve constatare che nelle con- 
dizioni delle nostre esperienze l’azione del KCl non é iale da annullare 
quella primitiva dell’acqua anche dal punto di vista puramente morfologico. 


Trattamento con glucosio 10% 


Materiale fissato in alcool ed incluso. Colorazione emateina-eosina. Nei 
meristemi pit giovani i nuclei non sono deformati, hanno contenuto al- 
quanto omogeneo, pero alla periferia si osservano anche granuli cromatici, 
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Ja membrana nucleare é evidente. Il citoplasma é abbondantemente vacuo- 
lare e granuloso. Nei meristemi pid avanzati il nucleo é gibboso, vacuolare, 
con la cromatina specialmente alla periferia in masse grossolane con o 
senza nucleolo eosinofilo o emateinofilo; il citoplasma é pressoché scom- 
parso microscopicamente per la presenza di un grosso vacuolo che occupa 
tutta la cellula. Il nucleo per lo pit non é deformato e presenta granuli 
compatti di cromatina. ' 

Colorazione Ceruti (1942). pH 4,2 nuclei rossi, pero la parte periferica, 
azzurra, citoplasma rosso viola. pH 4,9 nuclei verdi quasi al completo, cito- 
plasma viola. 

Confronto con i preparati naturali. Si nota una maggiore vacuolizzazione. 
Alcuni nuclei sono deformati e con alterazioni nelle figure cromatiche. 


Trattamento con saccarosio al 10% 


Materiale fissato in alcool ed incluso. Colorazione emateina-eosina. II 
citoplasma delle cellule del meristema é ridotto in gran parte a granuli 
eosinofili, grossolani e presenta vacuoli centrali. Nuclei omogenei, solo la 
membrana nucleare é pit colorata. Nel parenchima fondamentale le cellule 
presentano un grosso vacuolo cenirale, mentre il citoplasma é ridotito a 
minuti granuli. | nuclei sono omogenei o con minutissimi granuli di cro- 
matina contro la membrana, la quale appare deformata per la loro pre- 
senza. I nuclei del parenchima del peduncolo sono ovoidali con cromatina 
granulare. Il citoplasma di tali elementi é ridotissimo con grande vacuolo 
centrale. Si vedono anche nucleoli. 


Colorazione Ceruti (1942). All’incirca come per il glucosio. 
Confronto con i preparati naturali. Si osserva una maggiore granulosita, 
una pill fine ed omogenea distribuzione della cromatina. 


Esame dei dati di esperimento 


L’azione dei sali a cationi diversi ma ad eguale anione é molto diversa, 
e differisce pure dall’azione dell’acqua e da quella delie soluzioni dei com- 
posti organici non elettroliti. L’azione diversifica non solo a causa delle 
soluzioni, ma anche rispetto al tipo protoplasmatico. Per quanto riguarda la 
morfologia in toto delle cellule trattate non stard a soffermarmi, perché é un 
argomento alquanto sviluppato nella letteratura botanica, osserverd solo 
che il Ca ha un’azione coartante alquanto notevole e cosi pure |’H,SO, 
anche in soluzione molto diluita (0,5%). Sulle strutture protoplasmatiche si 
osserva che l’H,SO, (0,5—2%) determina una forte coartazione delle briglie 
protoplasmatiche, per cui esse appaiono molto sottili, compatte, fortemente 
eosinofile. Il medesimo fatto é determinato dal Ca. Cid é visibile nelle cellule 
ricche di briglie protoplasmatiche. Nelle cellule invece molto ricche di 
protoplasma (cellule meristematiche) tali figure non sono facilmente visi- 
bili perché il protoplasma si presenta troppo compatto; in esso, in ogni 
modo, vi @€ sempre una notevole eosinofilia, specialmente nei preparati 
osservati con il microscopio a contrasto di fase (forte ingrandimento, obb. 
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semi apocr. 1/15 ap. n. 1, 32) si osserva che il citoplasma trattato con H,SO, 
o con CaCl, é fortemente granuloso in particolare nelle cellule meriste- 
matiche, per cui si pud dedurre che é avvenuto sicuramente una frantuma- 
zione delle strutture naturali costituenti tali citoplasmi ; il fatto é assai pit 
scarso nelle cellule pit vecchie, ad eccezione dei casi in cui il citoplasma 
é ridotto gia naturalmente ad un sottile velo periferico, nel qual caso detto 
citoplasma si presenta esso pure frantumato in granuli. I granuli possono 
essere sferoidali o allungati. Si pud dire che quelli sferoidali derivano quasi 
sempre da quelli allungati per successiva frantumazione. Accanto a questi 
ne esistono altri assai pid grandi, sempre sferoidali, compatti, che si trovano 
nelle cellule prevascolari, la cui origine é sicuramente del tutto differente. 
Essi sono fortemente eosinofili e si comportano come costituiti completa- 
mente da proteine. Essi si formano per separazione chimica della proteina, 
forse chimicamente pressoché pura, dalla compagine del protoplasma, 
quando vi é presenza di H,SO,. Detti ammassi proteici vengono in seguito 
fissati dall’alcool. Il fatto sta a denotare limpossibilita di tali proteine 
a passare attraverso la membrana cellulare cellulosica, per cui questa deve 
essere, nelle condizioni di esperimento, impermeabile a tali proteine. In tal 
modo si dimostra che nel citoplasma esiste per lo meno un costituente 
proteico, il quale é separabile dalla compagine strutturale del citoplasma, 
senza recare in questo gravi alterazioni strutturali microscopiche, visibili, per 
cui almeno una parte delle proteine non costituisce ’impalcatura citoplasma- 
tica. L’H,SO, ha la capacita di estrarre dalle cellule prevascolari tali pro- 
teine che non potendo poi attraversare la membrana formano sul posto 
ammassi proteici di aspetto compatto ed omogenev. La frantumazione invece 
in granuli del protoplasma delle cellule merisiematiche e di alcune cellule 
del parenchima fondamentale indica una rottura delle strutture submicro- 
scopiche protoplasmatiche ; infatti in tali cellule va perso l’aspetio di con- 
tinuita del citoplasma. Questo fatto si verifica per la presenza di H,SO, 
o di CaCl, in modo estremamente minore per KCl e H.O. E le cellule pit 
differenziate dimostrano una minore frantumazione del protoplasma, il che 
sta ad indicare una maggiore saldezza in tali elementi del reticolo strutturale 
citoplasmatico, cioé in tali reticoli strutturali vi € una maggiore quantita 
di legami che non si lasciano rompere per la presenza di H,SO, o di CaCl, 
tanto meno per la presenza delle alire sostanze usate. Solo quando il cito- 
plasma, in tali cellule, é gia per motivi fisiologici ridotto a veli sottilissimi 
si puo avere la rottura. Il che é facilmente spiegabile e dimostra che in tali 
casi il reticolo si trova gia naturalmente sotto tensione e percid pid facil- 
mente vengono vinti i legami reticolari con consecutivo spezzettamento. 
Avvenuta la frantumazione, specie quando questa é molto minuta, si capisce 
facilmente che la forma delle particelle prende l’aspetto sferoidale, sia per 
Vazione coagulante dell’H,SO, e del CaCl,, sia per motivi intrinseci alla 
natura dei complessi proteici. In ogni modo é evidente che Il’azione 
dell'H,SO, e del CaCl, sul citoplasma é dello stesso tipo e che gli elementi 
pia vecchi hanno reticoli pit saldi. L’azione del Ca si manifesta anche 
quando é in piccola quantita. I ponti che vengono rotti dal CaCl, non sono 
certamente peptidici. Infatti il Ca non ha capacita a legarsi agli amino- 
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gruppi, ma sono legami eteropolari di coesione che vengono interessati. 
specialmente ossidrilici (Abeles 1936) e la compagine protoplasmatica si 
spezza per la rottura di tali legami, per cui in tale ambiente le catene 
polipeptidiche devono ancora essere integre. L’H,SO, probabilmente scinde 
anche ponti peptidici, il che é confermato microscopicamente da una mag- 
giore granulosita dei citoplasmi interessati. Perd tali rotture non devono 
essere estremamente numerose, perché non si arriva mai alla colliquazione 
del citoplasma nel territorio delle nostre esperienze. A tale riguardo assai 
piu scarsa é l’azione del KCl e dell’H,O, ma anche dette sostanze hanno la 
capacita di rompere dei legami perché si verifica sempre una maggiore 
granulosita che nei confronti. L’acqua probabilmente agisce per asporta- 
zione di sali o di ioni, il che determina la rottura di legami da essi dipen- 
denti. Il K é quello che lede di meno la struttura citoplasmatica. 

Sugli aspetti nucleari grande importanza hanno i sali. E nozione nota 
in biochimica che i complessi nucleoproteici sono solubili nelle soluzioni di 
sali neutri, perché hanno luogo azioni metatetiche. Un esempio di cid in 
citologia viene dimostrato dalle ricerche per trattamento con KCI 5%. In- 
fatti per tale trattamento tutia la cromatina nucleare (tranne in parte 
quella dei nuclei pit vecchi) viene staccata e si trova sparsa nel citoplasma 
sotto forma di granuli, i quali possiedono una grande percentuale in acido 
nucleinico, di poco inferiore a quella che si trova nei cromosomi normali, 
infatti a pH 4 essi sono gia fortemente cianofili. Si dimostra quindi che il 
KCl 5% ha la capacita di staccare dalle figure nucleari la nucleoproteina, 
di distruggere la membrana nucleare, di determinare il passaggio della 
nucleoproteina nel citoplasma. Peré la nucleoproteina non ha nessuna capa- 
cita di attraversare la membrana cellulare, la quale si dimostra per essa 
insormontabile. Essa viene a mostrarsi in granuli di forma e grandezza 
varia, quasi come avviene nei basidii (Ceruti 1947), quando vi é passaggio di 
cromatina dal basidio alle spore. Peré in linea generale nei casi sperimentali 
le figure morfologiche sono alquanto pit' grossolane. Nel nucleo non rimane 
pid acido nucleinico e la membrana scompare completamente. La capacita 
di estrarre la nucleoproteina dipende dalla concentrazione del sale; infatti 
per il KCl 1% non si osserva nessuna estrazione e per una concentrazione 
del 5% la cromatina degli elementi pit’ vecchi non si estrae ancora. II che 
sta a significare che nei nuclei pid vecchi i legami della nucleoproteina con 
Ja struttura nucleare sono pit saldi. Quando si stacca la nucleoproteina si 
distrugge pure la membrana nucleare, per cui si pud dedurre che la mem- 
brana nucleare sia tutta costituita da nucleoproteina ad alto contenuto in 
acido nucleinico, tanto alto per lo meno come la cromatina nucleare. La sua 
formazione probabilmente dipende dalla presenza della nucleoproteina 
nucleare a contatto con il citoplasma, perché quando si asporta la nucleo- 
proteina la membrana scompare anche morfologicamente. Nel caso del 
trattamento con H,SO, la cromatina é scomparsa e non si trova neppure 
nel citoplasma, essa é stata asportata per idrolisi. [1 CaCl, non ha la capa- 
cita di asportare la cromatina fuori del nucleo, ma altera il suo aspetto 
morfologico e la membrana nucleare é in tali condizioni conservata. Sovente 
si scorgono addensamenti di cromatina contro la membrana nucleare. Tali 
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aspetti sono dovuti al fatto che i sali di Ca hanno la proprieta di precipitare 
i nucleoproteidi. 

Per azione dell’acqua i nucleoproteidi divengono pitt omogenei nella 
loro costituzione con una certa perdita di cianofilia. E quindi verosimile che 
Pacqua abbia la capacita di creare una maggiore dispersione nel complesso 
nucleoproteidico del nucleo, infatti é noto che la percentuale di acido 
nucleinico in una nucleoproteina dipende dal pH e dal contenuto in sali, 
e quindi anche dal conienuto in acqua della medesima, perché questa solu- 
bilizza i sali. A causa del trattamento acquoso la membrana nucleare é poco 
o nulla modificata, il che indica che possiede una struitura nucleoproteica 
meno idratata di quella dell’interno del nucleo. Inoltre avendo la membrana 
nucleare una birifrangenza, si deve dedurre che contiene dell’acido nuclei- 
nico in quantita notevole. La maggiore omogeneita di questi nuclei é anche 
sicuramente in dipendenza con le variazioni di viscosita subite dal nucleo- 
proteide, fatto che si verifica sempre ogniqualvolia il nucleoproteide subisce 
una variazione nel suo contenuto in proteina, il che avviene quando in esso 
si muta la quantita di acqua, avvenendo in tal modo cambiamenti nell’- 
adsorbimento di sali e di ioni, nascosti tra le maglie, da parte del nucleo- 
proteide. Confrontando tali preparati con quelli trattati con KCI si osserva 
che nei primi non vi é fuoruscita di nucleoproteine dal nucleo, mentre negli 
altri le nucleoproteine sono disperse nel protoplasma. Il fatto é che le 
nucleoproteine non hanno la capacita di attraversare la membrana nucleare 
quando é integra e che é necessaria prima una sua alterazione o distruzione 
perché il fenomeno possa avverarsi nei casi sperimenatli. E perd noto in 
biologia, che in alcune condizioni naturali vi é passaggio di nucleotidi dal 
nucleo al citoplasma e forse anche inversamente (Caspersson, Ceruti). In 
tali casi pero si pud pensare che si abbia solo il passaggio di nucleotidi, 
i quali vengano ricomposti nei complessi nucleoproteici appena passati. 
o che in tali casi ci siano modificazioni nella membrana nucleare. In ogni 
modo il fenomeno in natura é estremamente pit! lento e meno appariscente 
che quello prodotto nei miei esperimenti. 

In tutti i casi si nota che linvecchiamento determina una maggiore sal- 
dlezza di attacco del nucleoproteide nucleare alle figure nucleari micro- 
scopiche ed un maggiore mescolamento dei composti che costituiscono il 
nucleo. E da supporre che il nucleoproteide non sia unito per valenze 
principali alle proteine nucleari, perché esso si separa per denaturazione di 
proteine e non per rottura di valenze primarie. Anche i tessuti reticolari cito- 
plasmatici sono pit saldi nelle cellule vecchie, come si é visto in precedenza. 


In conclusione si osserva che l’aspetto morfologico e chimico del proto- 
plasma é in dipendenza del contenuto in sali, della idratazione e dell’aci- 
dita ed ognuna di queste cause agisce specificatamente. Tali aspetti dipen- 
dono anche dalla costituzione inirinseca del protoplasma e con linvec- 
chiamento vi é una maggiore saldezza delle figure morfologiche e dello stato 
chimico. Alcune ricerche sono appena fuori del campo vitale ed @ quindi 
molto probabile che le medesime cause, pit diluite nel tempo e nella quan- 
iita, abbiano influenza estrema negli aspetti morfologici e chimici del proto- 
plasma vivente, cioé abbiano influenza sulla compagine protoplasmatica 








Sulle strutture protoplasmatiche in rapporto ad alcune soluzioni 93 


e che loro variazioni determinino variazioni strutturali vitali. I sali neutri 
staccano la nucleoproteina dalle proteine ed aumentando la loro concen- 
trazione diminuisce la proteina unita all’acido con aumento di viscosita. 
Gli acidi hanno maggiore azione sui legami peptidici, l’acqua ha azione 
omogeneizzante sulle nucleoproteine e i sali di Ca azione precipitante. Si 
é quindi di fronte al minuto e interdipendente gioco di tali fattori, i quali 
superando alcuni limiti determinano la morie, cioé determinano processi 
irreversibili come nelle nostre esperienze; perd entro limiti ristretti é da 
supporre che siano parte integrante nel determinare i continui cambiamenti 
di stato del protoplasma vivo e nello stesso tempo si scorge che, mentre 
tali mutamenti dipendono dalle cause esterne, in parte sotto il nostro 
dominio sperimentale, nello stesso tempo essi mutamenti sono legati ai fatti 
intrinseci protoplasmatici, indipendenti dal nostro esperimento, come si 
deduce dai fenomeni che si accompagnano all’invecchiamento cellulare. 

Morfologia e costituzione chimica vanno di pari passo e l’una e I’altra 
costituiscono nella loro essenza e nel loro apparire le strutture non solo 
submicroscopiche, ma anche quelle microscopiche, per cui é da dire che 
morfologia e composizione sono interdipendenti e non é possibile capire nel 
giusto significato ’una senza un attenio esame dell’alira. 


Zusammenfassung 


Die vorliegende Arbeit stellt einen Versuch dar. zu zeigen, welche Be- 
deutung gewisse Proteine fiir die morphologische und physico-chemische 
Konstitution des Protoplasmas meristematischer und differenzierter pflanz- 
licher Zellen haben. Als Untersuchungsobjekt wurden junge Bliitenanlagen 
von Karfiol (Brassica oleracea) verwendet; darin finden sich grobe Massen 
embryonaler Zellen und in Bliitenstielen weitgehend differenzierte, gealierte 
Zellen. Ein Teil des Materials wurde homogenisiert und daraus wurden 
verschiedene Proteinfraktionen abgetrennt. Die Untersuchung erfolgte 
im gewohnlichen und im Phasenkontrastmikroskop. Der andere Teil des 
Materials wurde in zirka 1 mm dicke Scheiben zerlegt, diese wurden mit den 
gleichen Lisungen behandelt. die Schnitte wurden dann in Alkohol fixiert 
und schlieBlich der iiblichen Behandlung zur Herstellung mikroskopischer 
Praparate unterworfen. 

Es wurde die Wirkung des Wassers sowie von Lésungen von KCl, CaCl.. 
H,SO, und von Nichtelekirolyten auf die protoplasmatischen Strukturen 
untersucht. Dabei ergab sich: CaCl, und H,SO, ruft eine Zersplitierung 
der protoplasmatischen Strukiuren hervor, besonders in den meristemati- 
schen Zellen. H,O und KCl wirken in gleicher Weise, aber in geringerem 
Mae. H,SO, besitzt auBerdem die Fahigkeit, aus dem Zytoplasma Pro- 
teinfraktionen frei zu machen, die dann im Innern des Zytoplasmas als 
kleine Kiigelchen koagulieren. Die Zersplitterung der Struktur wird in 
Beziehung gebracht mit dem ultramikroskopischen, physico-chemischen 
Protoplasmabau. 

Was den Zellkern betrifft, so konnte gezeigt werden, daf KCl aus der 
Kernstruktur eine Nucleoproteinverbindung herauslést. die sich hierauf 
im Zytoplasma in Form von Kérnchen oder Fadchen zerstreut findet. CaCl, 
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veraindert die Chromatinstruktur des Kernes durch seine prizipitierende 
Wirkung auf das Nucleoproteid. H,O verursacht eine gréfere mikro- 
skopische Homogenitat des Kernes und H,SO, entfernt durch Hydrolyse die 
Chromatinkomponenten. 

Stets beobachtet man mit zunehmender Alterung eine erhéhte Stabilitat 
der Struktur und eine gesteigerte Festigkeit der Verbindung des Nucleins 
mit den anucleinischen Proteinen. 

Es ergibt sich, dai die morphologische sowie die chemische Konstitution 
des Protoplasmas von dem Gehalt an Salzen, von der Hydratation und dem 
Sauregrad abhangt und daf jeder dieser Faktoren spezifisch wirkt und un- 
abhaingig von den anderen zur Geltung kommt. 
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Any proper understanding of muscular contraction requires a knowledge 
of the colloidal state of muscle protoplasm. When a muscle fiber contracts, 
does its protoplasm change from sol to gel or from gel to sol? For a hundred 
years or more there has been speculation as to whether muscle protoplasm 
was fluid or solid. In 1863, K iihne* made his famous observation of a nema- 
tode swimming in a striated muscle fiber, an observation which even today 
is our only useful clue as to the state of aggregation of muscle protoplasm. 
Kiihne’s short note is constantly referred to in the modern literature of 
muscle physiology. He found that the nematode was able to swim freely in 
the protoplasm of the muscle fiber and he concluded that the inside of the 
fiber was fluid. But this chance observation of Kiihne’s has never been 
repeated. Moreover the fiber he saw was parasitised, and it has been argued 
that the protoplasm was not normal. Indeed Kiihne himself mentioned the 
fact that the fiber did not look very healthy and he noted the presence in it 
of clotlike masses. 

Until now, methods of measuring protoplasmic viscosity of muscle have 
not been available. With the advent of microdissection, an attempt was 
made to estimate the viscosity of muscle protoplasm. Kite,? who was the 
pioneer in the microdissection field, concluded that muscle protoplasm was 
a rigid gel. But microdissection procedures do not give us a true indication 
of protoplasmic viscosity, as was pointed out by Heilbrunn.* Because of 
the very genuine need for a knowledge of the viscosity of muscle proto- 
plasm, various efforts have been made in this laboratory to find a suitable 
method of study which would give quantitative or even semi-quantitative 
results. The standard methods, as well as some others, were tested as to 
their applicability to muscle protoplasm, but no success was obtained. The 
Brownian movement method can not be used for this type of material, 
although perhaps it may have some value for embryonic muscle cells. The 
centrifuge method was tried in the hope that the nuclei might move under 
the influence of centrifugal force. No such movement could be noted. 
Attempts were made to introduce tiny iron particles into muscle fibers and 


* Present address: Biological Laboratory, Fordham University, New York, N. Y. 
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to move them by means of an electromagnet. The introduction of such par- 
ticles produced a serious local injury, as evidenced by a visible discoloration. 
and it was impossible to move the iron particles. There remained, therefore, 
the problem of developing a method especially suited'to the study of muscle 
viscosity. 

The method finally employed was an adaptation of the micromanipula- 
tive technique to the rising sphere method of viscometry. Using single fibers 
from the adductor magnus muscle of the frog, Rana pipiens, it was possible 
to microinject a single, small oil drop into the protoplasm and to observe 
with a horizontal microscope its rise through the fiber. In order to do such 
microinjections successfully, it was found advantageous to control the 
movement of the microinjection plunger with a screw device. With the aid 
of a filar micrometer and a stop watch the velocity of rise of the oil drop 
was determined by noting the distance travelled in a given time. The vis- 
cosity was calculated from Stokes’ law *. Since the drops were contained in 
essentially cylindrical fibers, it was necessary to apply Ladenburg’s cor- 
rection for the case of a sphere moving through a fluid contained in a 
cylinder*. In view of the fact that the fibers apparently have a solid cortex 
(see below), the diameter of the cylinder through which the oil drops moved 
was taken as 20 less than overall diameter. The factor in the Laden- 
burg correction for the effect of the ends of the cylinder was omitted, as the 
lengths of the fibers used were very great relative to their diameters. One 
of the factors in Stokes’ law is the difference in specific gravity of the 
medium and that of the particle. The specific gravity of muscle protoplasm 
was determined approximately by centrifuging fibers in sucrose solutions 
of different densities. A value of 1.06 was arrived at. Three different oils 
were used: paraffin oil, oleic acid, and butyl stearate. The density of the 
paraffin oil was determined by weighing, the density values for the other 
two oils were obtained from the Handbook of Chemistry and 
Physics.* The physiological medium for the fibers throughout the ex- 
periments was Ca-free Ringer solution. All experiments were conducted at 
room temperature (ca. 21 degrees C.). The shape of the oil drops introduced 
into the fibers was not completely spherical, but slightly ovoid, the large 
diameter being parallel to the longitudinal fiber axis. The ratio of large to 
small diameter in all cases was approximately 3 to 2. The results of the 
determinations are presented in Table 1. 


In observing the movement of oil drops through muscle fibers certain 
facts were consistently noted. In every case when a muscle fiber was injured 


1 Kiihne, W., Arch. f. path. Anat., 1863, 26, 222. 

2 Kite, G. L., Am. J. Physiol., 1913, 32, 146. 

* Heilbrunn, L. V., The Colloid Chemistry of Protoplasm, Berlin 1928. 

4 The use of Stokes’ law in the measurement of all sorts of liquids is now 
standard practice. See Barr, A Monograph of Viscosimetry, Oxford 1931; Phili- 
poff, Viskositét der Kolloide, Dresden and Leipzig 1943; Blair Scott, A Survey 
of General and Applied Rheology, London 1945. 

5 30th edition, Cleveland 1948. 
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in the vicinity of the oil drop, the movement of the drop was greatly re- 
tarded or completely inhibited. Also, whenever a moving drop reached what 
appeared to be a clotted region of the fiber, movement immediately ceased. 
The introduction of a micropipette always causes some degree of injury and 
clotting. Typically, the slightly slanted path of the micropipette through 
the fiber is a region of injury. For this reason, the oil drops were found able 
to move in only one direction and never past the area through which the 
micropipette had entered. In most fibers the oil drop did not move. Asa 
matter of fact microinjection is so conducive to injury that in many, or 
rather in the great majority of experiments, the oil drop after injection 


Tab. I. Protoplasmic Viscosity of Isolated Muscle Fibers. 
| 








Seana. || — Diameter of | Diameter of | Velocity Viscosity 
| oil drop, »p | fiber, p p/sec. | centipoises 
| 
1 Paraffin oil 16 90 1.400 | 14 
2 ‘* 3 21 121 1.470 15 
3 _ ce 19 96 0.167 103 
+ * o 20 108 0.620 37 
5 Oleic acid 15 117 0.670 22 
6 ee 17 143 0.433 45 
7 Butyl stearate 24 105 0133 | 280 
8 ‘ - 32 114 0.433 145 
9 a 2 22 105 0.733 45 
10 ro = 11 124 0.433 24 


failed to show any movement at all. For this reason, experimentation is 
very tedious, for many fibers must be injected before a successful injection 
can be obtained, that is to say an injection with a minimum of injury. 

After an oil drop has moved along a fiber, if the fiber is turned end for 
end by a half revolution of the microscope stage, the oil drop never was seen 
to reverse its direction of movement. In three instances while the drop was 
moving, the stage of the microscope was turned 90 degrees in order to 
determine whether any movement across the fiber could occur. No such 
movement was ever observed. These facts, as well as the ovoid shape of the 
drops, strongly suggest the existence of some longitudinal structural 
arrangement within the fibers. This is further supported by the failure of 
oil drops to move through the protoplasm of moribund fibers in which longi- 
tudinal fibrillar elements had become more or less distinct. 

Kiihne, in his observation of a nematode swimming through a muscle 
fiber, noted that the advancing worm pushed the cross striations aside, after 
which they fell into place again. Such a phenomenon was never seen and 
throughout the course of these experiments, the striations never appeared to 
be displaced. 

Often in microinjection attempts, there were instances in which the oil 
from the micropipette was injected too rapidly and in too large amounts. 
An attempt was indeed made to fill long stretches of fibers with oil or with 
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air, and this was easily accomplished. But the injected masses of oil or air, 
no matter how large they were, never occupied the entire width of the 
fibers. Always there was a region directly within the sarcolemma which the 
oil and air could never displace. The outer region had a thickness of appro- 
ximately 10. In this region the cross striations were more pronounced 
than in untreated fibers. 

The existence of an immobile outer region of the protoplasm could also 
be demonstrated in another manner. It was possible, by microinjection of 
aqueous solutions, to observe the flow of such solutions through the fibers. 
Indeed, it was possible to push the protoplasm ahead in this way. In every 
instance where such flow occurred, there was a peripheral region of approxi- 
mately the same thickness as noted above, and this peripheral region did 
not flow. The outer region thus appears to be similar to the gel-like cortex 
of other types of cells. 

As Table 1 shows, the viscosity values for muscle protoplasm indicate 
that the main mass of the protoplasm is a fluid sol. Three of the values are 
somewhat higher than the others. In view of the fact that in most fibers 
there was no movement of the oil drop whatsoever, and in view also of the 
general inability of oil drops to move through clotted and injured proto- 
plasm, the 3 higher values may be explained as representing cases where 
some slight degree of injury had occurred. 

Although the oil drop method of determining the viscosity of muscle 
protoplasm is tedious, it does give reliable and reproducible results. Further 
use of the method is planned in this laboratory. In particular, an attempt 
will be made to study the effects of stimulation and of anesthetics. Perhaps 
the method will prove a useful tool in an effort to gain a better under- 
standing of the complex events and changes that are involved in the process 
of muscular contraction. 

The author wishes to thank Prof. L. V. Heilbrunn for his kind en- 
couragement and invaluable criticism during the course of the work. 

Summary. A method has been developed for measuring the proto- 
plasmic viscosity of isolated muscle fibers. The results indicate that the 
viscosity of the interior protoplasm of frog muscle fibers is approximately 
29 centipoises. This is probably a maximum value. The fluid interior 
protoplasm is surrounded by a thin gel which constitutes an outer cortical 
region beneath the sarcolemma. 
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Zum hundertsten Geburtstag 


Am 3. Mai 1948 wurden es hundert Jahre, da der grofe Heidelberger 
Biologe Otto Biitschli in Frankfurt a. M. geboren wurde. Er stammte 
aus einer angesehenen Biirgerfamilie, welche friiher aus der Schweiz ein- 
gewandert war. Er absolvierte in Frankfurt die Musterschule und studierte 
dann am Karlsruher Polytechnikum und an der Heidelberger Universitat 
hauptsachlich Mineralogie, Chemie und Palaontologie. Schon 1868 promo- 
vierte er in Heidelberg. Erst nach seinem Doktorexamen beschloB er, zur 
Zoologie umzusatteln. Er begann seine zoologischen Studien bei Leuckart 
in Leipzig und setzte sie dann noch langere Zeit als Autodidakt in der gei- 
stig anregenden Atmosphire des alten Frankfurt fort. Schon in dieser Zeit 
gliickten ihm einige sehr beachtliche Beobachtungen iiber die Vorgainge im 
tierischen Ei nach der Befruchtung. Den Krieg 1870/71 machte er als Land- 
wehrleutnant mit und assistierte nachher noch zwei Jahre bei Moebius 
in Kiel. Nach einem weiteren Aufenthalt in Frankfurt siedelte er 1876 nach 
Karlsruhe iiber, wo er sich am Polytechnikum habilitierte. Schon Februar 
1878 wurde der noch nicht ganz Dreibigjahrige als Nachfolger Pagen- 
stechers als ordentlicher Professor der Zoologie an die Universitat Hei- 
delberg berufen, an der er bis zu seinem 70. Lebensjahr lehrie. Ehrenvolle 
Rufe nach Kénigsberg, Miinchen und Strafburg hat er abgelehnt. 

Schon bei seinen Frankfurter Untersuchungen fiel Biitschli eine Ruhmes- 
tat auf dem Gebiete der Zellforschung zu. Es gelang ihm als erstem, den 
komplizierten Verlauf der Zell- und Kernteilung einer tie- 
rischen Zelle richtig (wenn auch noch nicht ganz liickenlos) zu erken- 
nen und darzustellen (publiziert 1875 und 1876). Gleichzeitig und unab- 
hingig von ihm gab der Botaniker Strafburger eine richtige Schilde- 
rung der Kern- und Zellteilung einer Pflanzenzelle. Dadurch, dal der Be- 
griinder der Zellentheorie M. J. Schleiden die ersten Zellforscher in 
dieser Frage auf eine falsche Fahrte gefiihrt hatte, wahrte es 27 Jahre, 
bis man den Verlauf dieses so wichtigen Elementarvorganges ermittelte! 
Biitschlis Erfolg ist um so héher zu bewerten, als ihm technisch zum Sicht- 
barmachen der Kernbilder nur das Mittel der Hartung mit verdiinnter 
Essigséure zur Verfiigung stand. 

Die ersten zehn Jahre seiner. Heidelberger Tatigkeit widmete Biitschli 
dem reizvollen Studium der einfachsten tierischen Lebewesen, der P roto- 
zoen. In dieser Zeit ist sein in Bronns Klassen und Ordnungen des Tier- 
reiches erschienenes Monumentalwerk iiber diese Tiere entstanden, in dem 
er zu dem bis dahin Bekannten viel Neues, von ihm selbst Entdecktes hin- 
zufiigte. 
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Schon seine Beobachtungen am durchsichtigen Zellkérper lebender Pro- 
tozoen leiteten iiber zu der Hauptarbeit seines Lebens, zur Erforschung 
der feinsten mikroskopischen Strukturen der lebenden 
Substanz. Hier glaubte er an der Quelle des Lebens zu stehen. Denn 
das, was dem Protoplasma die Charaktere des Lebendigen verleiht, meinte 
er dem Zuge seiner Zeit folgend in den gesetzmafigen mikroskopischen 
Strukturen und ihrer Dynamik zu finden (nicht, wie wir heute, in der 
Dynamik der ganzen Zelle). Er, der physikalisch vortrefflich geschulte ehe- 
malige Mineraloge, hatte sich schon von jeher auch fiir feine gesetzmifige 
Strukturen der unbelebten Materie, besonders solche kolloider Medien, leb- 
haft interessiert. Er sah in ihnen die Auswirkung der jeweiligen physika- 
lischen Konstellation in dem betreffenden System. Diese Betrachtungsweise 
iibertrug er nun auch auf das Studium der Strukturen der lebenden Zellen 
und machte so als einer der ersten den Versuch, sich das lebende P rot o- 
plasma in immer bestimmterer Form als physikalisches System 
vorzustellen. Er brachte die Diskussion iiber den Aggregatzustand der 
Phasen des lebenden Protoplasmas, iiber Sol- und Gelzustand desselben, 
iiber die Bedeutung der Oberflachenspannung fiir Gestaltungsvorgange in 
den lebenden Zellen, itiber die Ursachen der amiéboiden Bewegung und 
Ahnliches in Gang und wandte dann sein Augenmerk besonders den 
zweiphasigen Strukturen des Protoplasmas zu. Nachdem 
er bei Protozoenzellen gefunden hatte, daf ihr Protoplasma eine feine 
Emulsion oder einen Schaum darstellt, kam er zu der Ansicht, daB das 
mikroskopische Netzwerk feinster Faden, welches in konservierten Gewebe- 
zellen meist zu sehen ist, nur der optische Ausdruck eines Lamellensystems, 
wie es in einem mikroskopischen Schaume vorliegt, sei und sah schlieflich 
auf Grund vielseitiger Studien eine solche Schaum- oder Wabenstruktur 
als eine Grundeigenschaft des lebenden Protoplasmas iiberhaupt an 
(Wabenlehre). Andererseits regten ihn die bei lebenden Zellen gese- 
henen Strukturen zu vielen neuen Ideen iiber die Feinstruktur nichtzelliger 
Gebilde wie der Kalk- und Kieselnadeln, der Chitinpanzer, der Stirke- 
kérner sowie der Gele iiberhaupt an. Auf seine Arbeiten iiber mikroskopi- 
sche Feinstrukturen kolloider Substanzen und iiber Entmischungsprozesse 
muf auch heute in der Kolloidchemie immer wieder Bezug genommen 
werden. 

Um sich die Gesetzmafigkeiten des mikroskopischen Bildes feinster 
Schiume klar zu machen, stellte Biitschli auf originelle Weise (durch 
Anriihren von Ol mit festem Kaliumkarbonat, welches dann Wasser anzog) 
kiinstliche mikroskopische Schiume her, in denen Ol die 
Grundmasse und Kalium-Karbonatlésung den Wabeninhalt bildete. Der 
K:2COs-Lésung diirfte etwas Seife (entstanden durch Einwirkung des K2COs 
auf das Ol) beigemengt gewesen sein. Biitschli beobachtete nun zu seiner 
Uberraschung, daf an der Oberflache der Schiume, wenn Trépfchen (Wa- 
ben) nach auffen platzten, lebhafte Bewegungen entstanden. Seine mikro- 
skopischen Schiume fiihrten selbsttatige ,,amdboide“ Bewegungen aus, die 
tagelang anhielten und den ganzen Tropfen weiterwandern liefen. Durch 
diese Versuche Biitschlis wurde den Zytologen zum ersitenmal der grofe 
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Wert eines ,,Modelles*, welches selbsttatig ein bestimmtes Zellphianomen 
ausfiihrt, vor Augen gefiihrt. In zahlreichen kleinen und zwei grofien Wer- 
ken von 1892 und 1898 sind die Studien Biitschlis iiber Strukturen nie- 
dergelegt. In diesen Veréffentlichungen hat sich Biitschli auch als her- 
vorragender Mikrophotograph erwiesen. 

Daf in der Zeit nach Biitschlis Tode die physikalisch-chemische Be- 
trachtungsweise des lebenden Protoplasmas einen so auferordentlichen 
Aufschwung erfuhr, war zu einem grofen Teil Biitschlis Verdienst. 
Auch in der Kolloidchemie waren Biitschlis Anschauungen z. T. auf 
sehr fruchtbaren Boden gefallen. Nur die Verallgemeinerung der Waben- 
lehre, die Ansicht, da& jedes Protoplasma eine Schaum- oder doch Emul- 
sionsstruktur haben miisse, konnte nicht aufrechterhalten werden, und es 
lieB sich auch kein Beweis dafiir erbringen, dai an die Emulsion feinster 
waBriger Blaschen im Protoplasma, welche Biitschlis Vorstellungen zu- 
grunde lag, bestimmte Lebensphinomene gebunden sind. 

In der letzten Periode seines Schaffens begann Biitschli ein Lehr- 
buch der vergleichenden Anatomie zu schreiben. Dieser iiber- 
raschende Programmwechsel ist jedenfalls auf das standige Drangen der 
Studenten zuriickzufiihren, welche seine glanzenden Vorlesungen iiber die- 
sen Gegenstand in Buchform besitzen wollten. Die erschienenen Bande 
zeugen von einer griindlichsten Durchdringung und oft auch einer originel- 
len Neuauffassung des Stoffes. Sie sind mustergiiltig illustriert. Das Werk 
ist leider nicht vollendet worden. 


Als Lehrer und als Mensch stand Biitschli bei seinen zahlreichen 
Schiilern in der gleich hohen Achtung wie als Forscher. Es war riihrend, 
mit welcher Ausdauer er sich auch noch im hohen Alter auch dem jiingsten 
Studenten widmete, und selbst die kleinste Unterweisung von ihm konnte 
Zeugnis ablegen von seinem nimmermiiden Forschergeist. Besonderes Ge- 
wicht legte er auf scharfstes Beobachten im Mikroskop und auf tadelloses 
mikroskopisches Praparieren. Seine Vorlesungen waren formvollendet und 
sehr inhaltsreich. 


Sein arbeitsreiches Leben flo still und ohne grofe Ereignisse dahin. 
Er kam nicht viel in der Welt herum. Alle seine Handlungen waren getra- 
gen von seiner imponierenden, kraftvollen Persénlichkeit. Ihn genauer 
kennen zu lernen, war ein unausléschliches Erlebnis. Seine Schiiler hingen 
mit schwarmerischer Verehrung an ihm. 

Er haite das Gliick, da zu seiner Zeit auch alle anderen naturwissen- 
schaftlichen Lehrstiihle der Heidelberger Universitat von hochangesehenen 
Persénlichkeiten und Forschern von Weltruf besetzt waren. Biitschli 
war einer von jenen, an deren Namen jene glanzvolle Epoche der Natur- 
wissenschaften an der Heidelberger Universitat gekniipft ist. Seine grofe 
Schiilergemeinde war meist ganz international. Oft saften in seinem Prak- 
tikum mehr Russen als Deutsche. Politischh war Biitschli Demokrat. 
Der Geist, den er im Institut geschaffen hatte, war demokratisch im besten 
Sinne des Wortes und ist auch nach seinem Tode noch fast unverandert bis 
1933 erhalten geblieben. Es war, als ob in Biitschlis politischhem Be- 
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kenntnis und seiner persOnlichen Haltung ein Stiick der grofen Frankfurter 
Tradition von seinem Geburtsjahr lebendig geblieben ware und an seiner 
Arbeitsstatte weitergewirkt hitte! 

In der Protoplasmaforschung wird der Name Biitsch1i immer weiter- 
leben und hoch in Ehren gehalten werden! 


Josef Spek, Rostock. 


—_—____—= 














Sumner Cushing Brooks in memoriam 





Ein Leben, das der Erforschung der Zelle gewidmet war, ist friih, allzu 
frih erloschen. Sumner Cushing Brooks starb am 23. April 1948. 
Vor sechzig Jahren war ihm das Leben gegeben worden zu Sapporo in 
Japan, wo sein Vater am Imperial College of Agriculture lehrie. Von ihm 
hatte S. C. Brooks wohl die Liebe zur Natur und zur Naturwissenschaft, 
die Freude am Reisen und an der liebevollen Beobachtung von Tieren und 
Pflanzen; so kam Brooks in seinem Leben viel in der Welt herum, war 
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ein ausgezeichneter Kenner von Pflanze und Tier, vor allem aber der Vogel. 
Er studierte zuerst Botanik am Massachusetts Agricultural College, kam 
dann an der Harvard University unter den wissenschaftlichen Einfluf# von 
W. J. V. Osterhout, dessen Laboratorium ein weltbekanntes Zentrum 
zellphysiologischer Forschung war. In den Sommermonaten arbeitete 
Brooks meist an Meeresbiologischen Stationen, vor allem am Marine 
Biological Laboratory Woods Hole, und wurde in seiner Forschungsrichtung 
stark beeindruckt durch die faszinierende Persénlichkeit des grofen Phy- 
siologen Jaques Loeb. Brooks arbeitete und lehrie dann an verschie- 
denen amerikanischen Forschungsinstituten und Universitéten und kam 
1927 auf Veranlassung von K of oid als Professor der Zoologie nach Ber- 
keley an die University of California. Dort hielt er Kurse iiber experimen- 
telle Biologie und physikalische Chemie der Zelle und fesselte durch sein 
gediegenes Wissen und sein menschlich vornehmes Wesen standig einen 
Kreis ausgezeichneter Schiiler an sich. 

Schon die erste wissenschaftliche Arbeit von Brooks betraf die Per- 
meabilitit pflanzlicher Zellen, der Permeabilitatsforschung blieb er sein 
ganzes ferneres Leben treu und nahm an ihrem Ausbau durch eine grofe 
Zahl ausgezeichneter Arbeiten einen wesentlichen Anteil. Er selbst war 
viel zu bescheiden, um die Bedeutung seiner eigenen Arbeiten in das ver- 
diente Licht zu setzen. Aber originelle, exakte, verlaifliche wissenschaft- 
liche Forschung verschafft sich doch allmahlich Achtung und Anerkennung. 
So wurde Brooks auf diesem Gebiete der Protoplasma-Forschung eine 
weltbekannte Autoritat allerersten Ranges. Die Krénung seines jahrzehnte- 
langen Studiums und Forschens und der Niederschlag seiner umfassenden 
Literaturkenntnis bildet das Buch ..The Permeability of Living 
Cells‘, das Brooks gemeinsam mit seiner Frau Matilda Molden- 
hauer Brooks, seiner steten eifrigen Mitarbeiterin, geschrieben hat. 
Es ist, verzégert durch die Kriegsereignisse, 1941 in der Reihe der Proto- 
plasma-Monographien erschienen und in Amerika erst 1944 zuganglich 
geworden. Die Gewissenhaftigkeit und bescheidene Selbstbeschrankung, 
von der die Brooks sich bei dieser monographischen Darstellung leiten 
lieBen, kommt in folgenden Siatzen des Vorwortes zu markantem Ausdruck: 
Indeed, only a fraction of what we desired to present has finally come out 
of our past hopes. And so we have become convinced that the study of 
Permeability might be synonymous with the study of Life itself and those 
factors which determine wheter or not a cell survives; that the Unknowns 
far exceed the Knowns... but that one can at best pluck only a few of 
the truths and observations which it has taken thousands of workers to 
produce. 

Obwohl gerade auf dem Gebiete der Permeabilitatsforschung die Wis- 
senschaft stindig und stetig fortschreitet und Brooks selbst in den Jah- 
ren nach Abschluf der Monographie durch Anwendung radioaktiver ,,tracer 
elements” der Zellforschung neue Mdglichkeiten erschlossen hat, so wird 
Brooks’ Permeabilitatsmonographie als eine meisterhafte Leistung doch 
fiir lange Zeit eine wertvolle Quelle des Wissens und der Anregung blei- 
ben. So gelten fiir Brooks, der unser Wissen iiber die lebende Materie 
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gemehrt und in formvollendeter Art weitergegeben hat, die tréstlichen 
Verse von Cockerell ,,To Posterity*: 


You will see, where we are blind. 

We may seek but you will find. 

Yet as you hold the golden thread 
Passed on from days of long ago, 
The names of those remembered 

For what they strove to do and know 
May still have power to stir the mind 
And passing, leave a gift behind. 


F. Weber, Graz. 








Sammelreferat 





Zellbau und Zelleinschliisse bei Conjugaten, 
besonders Desmidiales') 


Von 


Oskar Kopetzky-Rechtperg, Wien 


Ein am 24. November 1944 in Wien gehaltener Vorirag bot Gelegenheit, 
iiber meine in verschiedenen Zeitschriften zerstreuten Arbeiten (19351—1944) 
zu berichten und einige bisher noch nicht veréffentlichte Beobachtungen mit- 
zuteilen. Es mu zunachst die merkwiirdige Tatsache hervorgehoben werden, 
daB sich bei den Conjugaten viele, im System offenbar ganz nahe stehende 
Arten in Bezug auf verschiedene Eigentiimlichkeiten des Protoplasmas und 
seiner Einschliisse (Organe, Organellen und Sekretstoffe) recht verschieden- 
artig verhalten. Besonders ist dies in Bezug auf die vom Protoplasma un- 
mittelbar abhangigen Abscheidungen der Zelle, wie Kristalle, Schleimkugeln, 
Gerbstoffbliaschen usw. der Fall. Das Material des Verfassers bestand in 
Algenaufsammlungen aus den Jahren 1924 bis 1944, welche, je nach Er- 
fordernis, teils lebend, teils nach verschiedener Fixierung und Farbung pri- 
pariert, untersucht wurden. Diese Algenproben stammten von etwa hundert 
Fundstellen, meist Hochmooren, die sich geographisch iiber das Gebiet der 
ésterreichischen Alpen erstreckten, und zwar dstlich bis in die Gegend von 
Wien, westlich bis zur Grenze Tirols gegen Vorarlberg. Besonders reichlich 
wurde Material aus der Gegend der Hochmoore um Schladming im Ennstale 
(Steiermark), der Lunzer Moore (Niederésterreich) und des Gerlospasses 
(Salzburg) zur Beobachtung herangezogen. Die grofe Zahl der untersuchten 
Proben gab einigermaffen die Gewahr, daf richtig eingeschatzt werden 
konnte, was als normal und was etwa als pathologischer Befund gelten 
miisse — eine Frage von besonderer Wichtigkeit fiir das besprochene Thema. 
Die von Liitkemiiller (1902) und von A. Pascher (1932) durchgefiihrte 
systematische Einteilung der Konjugaten in zwei Klassen und 
drei Unterklassen, je nach der Beschaffenheit des Schalenbaues in ,,Sakko- 
dermae~ (1. Zygnemales, 2. Mesotaniales) und ,,Plakodermae* (3. Des- 
midiales) entspricht auch nach den Beobachtungen des Verfassers wohl am 
besten dem natiirlichen Systeme. 

Als besonders geeignet zum Siudium der Protoplasmastrémungen, 
des Tonoplasten, der Vakuolenverhaltnisse usw. erwies sich die 
Mesotianiale Netrium digitus (Ehrenberg, Itzigsohn und Rothe), welche 

1 Nach einem, in gemeinsaraer Sitzung der zoolog.-botan, Gesellschaft und des 
Vereines zur Verbreitung naturwissenschaftlicher Kenntnisse gehaltenem Vortrage. 
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in dem ganzen Gebiete fast in keinem Hochmoore fehlt und infolge ihrer 
relativen Zellgréfe und leichten Kultivierbarkeit (in Moorwasser, bei pH 
4—6,5) ein sehr brauchbares und reichlich zur Verfiigung stehendes Unter- 
suchungsobjekt abgibt. Sie hat glatte und diinne Zellwande im Gegensatz 
zu den Desmidiales, bei welchen der Einblick in die Protoplasmaverhalt- 
nisse fast immer durch die Schalenskulptur betrachtlich gestiért wird. (So 
zeigen z. B. die gréferen Closterium-Arten fast immer, auch wenn sie als 
.glattwandig” beschrieben wurden, meist deutliche Langsstreifen der Zell- 
wand.) Besonders interessante Bilder beziiglich der Protoplasmaverhalit- 
nisse bekommt man bei Netrium dann, wenn man die Algen unter sonst 
normalen Bedingungen eine Zeit lang im Dunklen halt. Es entstehen dann 
mehr minder starke Atrophien des Chloroplasten und die von letzterem 
zum wandstandigen Protoplasmabelag der Zelle hinziehenden Proto- 
plasmafaden werden lang und diinn und kénnen besonders gut in bezug 
auf die Plasmastrémungen und ihre Einschliisse studiert werden. Bei der 
Beurteilung solcher pathologischer Objekte muf selbstverstindlich die 
strengste Kritik angewendet werden. Bei fortschreitender Atrophie zer- 
reiBen schlieBlich diese Plasmastrange und der in der Zelle zentral gelegene 
Chloroplast. der normalerweise Kamme und Rippen aufweist, nimmt ent- 
sprechend den geanderten Spannungsverhaltnissen eine runde Oberflache 
an. Eibl hat ab 1938 bei Desmidiales durch verschiedene Einwirkungen 
ahnliche Bilder erzeugt und beschrieben. Bei Netrium digitus, und zwar 
nur bei dieser, ‘sonst bei keiner anderen Konjugate, hat der Verfasser 
(1938a) eine sehr eigentiimliche Protoplasmastruktur feststellen 
kénnen. Der wandstandige Plasmabelag, welcher die Zellwand von innen 
auskleidet und, wie es scheint, unbeweglich ist, zeigt an seiner Innenseite. 
also dem Zellinneren zugewendet, streifenférmige, der langen Zellaxe par- 
allele, in regelmaBigen Abstainden um die Zelle herum angeordnete Ver- 
dickungen. Diese ragen in die nach innen anschlieBende in lebhafter Stré- 
mung begriffene Protoplasmaschicht hinein. Letztere verlauft also gewisser- 
mafen in den Rinnen zwischen den oben beschriebenen Verdickungen, wie 
im Wasserlauf eines Bachbettes. Diese strémende Schichte ist meist von 
hyalinem Aussehen, la@t sich aber durch die mitgefiihrten Mikrosomen in 
bezug auf Strémungsrichtung und Geschwindigkeit gut beobachten. Die 
Schnelligkeit der Strémung scheint von der Intensitat der Belichtung nicht 
besonders abhangig zu sein, wohl aber von der Temperatur. Auch bei 
Temperaturen um den Eispunkt herum konnie noch Strémung beobachiet 
werden, ein Optimum liegt bei zirka 20° C, bei mehr als 60° hért die Proto- 
plasmastrémung vollstandig auf. Zusatz verschiedener Stoffe zum Wasser 
des Praparates, die eine geringgradige Anderung des pH-Wertes im 
Sinne einer Alkalisierung zur Folge hatten, beschleunigten, wenigstens vor- 
iibergehend, die Geschwindigkeit — ebenso wurde die Strémung schneller. 
wenn die Zellen nach einer begonnenen Plasmolyse deplasmolysiert wurden. 


Auf die Einzelphinomene der Kernteilung kann hier nicht naher 
eingegangen werden. Wie bei anderen Konjugaten ist auch bei Netrium die 
Kernspindel besonders breit. Die Chromosomen haben bei dieser Alge die 
Form kleiner, rechteckiger Blickchen, erst wahrend der Anaphase wird die 
Gestalt kurzer Faden sichtbar. Ich habe (1932) die Zahl der Chromosomen 
mit mindestens 30 (haploid) angegeben, aber seither ergaben mir Unter- 
suchungen an besonders giinstigen Objekten, daf die Zahl doch gréfer sein 
diirfte. Prazise Angaben werden infolge der geringen Gré@e der Chromo- 
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somen kaum méglich sein. Der bei Netrium im Stadium der Interphase 
stets im Kerne zentral gelegene Nucleolus bildet sich nach der Anaphase 
durch Zusammenfliefen mehrerer Tropfen von Nucleolarsubstanz, welche 
symmetrisch in den beiden neugebildeten Kernen liegen und an bestimm- 
ten Chromosomen. entstehen. 


Umfassendere Untersuchungen (Kopetzky 1932) beschaftigten sich mit der 
cigentiimlichen Tatsache, daft die im interphasischen Kerne aller Desmidi- 
ales sichtbare Zahl der Nucleolartropfen nicht nur bei den einzelnen 
Arten verschieden ist, sondern daft diese Form der Verieilung der Nu- 
cleolarsubstanz im Kerne ganz konstant und fiir die einzelnen Arten einer 
Gattung artspezifisch ist. Es zeigte sich nimlich, daf innerhalb jeder Gat- 
tung die relativ grofen Arten die Nucleolarsubstanz in Form von kugel- 
formigen Massen (Tropfen) gleichmafig im Kerne verteilt enthalten, wah- 
rend die kleinen Arten einen einzigen zentral im Kerne gelegenen Nu- 
cleolus haben. Dies konnte fiir die Gattungen Micrasterias, Euastrum u. a. 
mit Sicherheit konstatiert werden. Ein besonders bezeichnendes Beispiel bot 
auch die Gattung Closterium Nietzsch, welche Arten von recht verschiedener 
Groke umfat. Es lassen sich bei derselben deutliche Ubergiinge zwischen 
den beiden Extremen beobachten: Closterium Leibleinii z. B., eine kleine 
Art, hat einen einzigen zentral gelegenen Nucleolus, das schon gréRere Clo- 
sterium moniliferum ebenfalls, doch isi hier die Oberfliche des Nucleolus 
immer lappig gerundet, so daf der Eindruck einer zusammengesetzten 
Masse entsteht. Closterium didymotocum, eine grofe Art, hat immer zwei 
fast einander beriihrende Nucleolarmassen, die grofen Closterium lunula 
und Ehrenbergii aber haben mehrere im Kerne verstreute, kleine Nucleolar- 
tropfen. Es scheinen also bei der Veriteilung des Nucleolus im Kerne ahn- 
liche gesetzmafige Verhialtnisse zu bestehen, wie etwa bei der Verieilung 
der Pyrenoide im Chloroplasten der Desmidiales. Bei Chloroplasten von 
geringer flachenhafter Ausdehnung, welche mehr geballt und in der Mitte 
der Zelle gesammelt liegen, findet sich ein einziges, ganz zentral gelegenes 
Pyrenoid, bei mehr flachenhaft ausgebreiteten, als Band, Platte usw. ge- 
formten Chloroplasten, sind viele, verstreut gelegene und kleinere Pyre- 
noide vorhanden. 


Die ‘Chloroplastenmasse ist, bei allen Konjugaten, soweit es sich 
um gesunde Zellen handelt, von halbfliissiger Beschaffenheit — die von 
mehreren Autoren beschriebene ,,Granastruktur” derselben la&t sich ohne- 
weiters erkennen. Da diese Siruktur jedoch beim AusflieRen des Chloro- 
plasten nach Zerstérung der Zelle verschwindet, handelt es sich vielleicht 
nur um den Wechsel verschieden stark lichtbrechender Schichten im Chloro- 
plasten. 

Die von Palla (1894) als .Karyoide~ — ,.kernartige Gebilde* — be- 
zeichneten und ausfiihrlich beschriebenen Plasmadifferenzierungen in und 
auf den Chloroplasten der meisten Konjugaten halte ich (19354) nach eige- 
nen Untersuchungen fiir rudimentiar entwickelite Pyrenoide. 

Die Natur und Lokalisation der F et ttrop fen in den Konjugatenzellen 
wurde von mir (1935) untersucht. Fett findet sich in der Konjugatenzelle 
teils in Form feinster mit den Protoplasmastrémungen herumgetriebener 
Trépfchen, teils in gréferen Tropfen mit einem Durchmesser von 10 bis 
12 u, welche unbeweglich dem Chloroplasten aufsitzen und wohl in dem- 
selben entstehen und austreten. Sehr grofe Mengen fettartiger Substanz 
werden nach der Fixierung der Zellen, besonders mit Alkohol sichtbar. Es 
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handelt sich in letzierem Falle um Fett, das in der lebenden Zelle gewisser- 
mafen in maskiertem Zustande vorhanden war. Nach mikrodiemischen 
Reaktionen (besonders Verseifung) sind die in der lebenden Zelle sicht- 
baren Fetitropfen echtes Fett, doch konnte nicht sichergestellt werden, ob 
es sich nur um Neutralfette oder um Mischungen mit Fettsaiuren handelt. 
Die starke Lichtbrechung der Tropfen und ihr Verhalten beim Zenitri- 
fugieren der Zellen ist ebenfalls fiir Fett charakteristisch. Im ganzen steht 
die Zahl der Fetttropfen wohl in umgekehritem Verhialtnisse zur Teilungs- 
geschwindigkeit eines bestimmten Zellmateriales. Das Fett diirfte — im 
Gegensatz zur Stiirke — bei den Konjugaten als Reservematerial erst in 
zweiter Linie in Betracht kommen, ausgenommen in den Zygosporen, die 
fast immer reichlich Fetttropfen enthalten, welche bei der Keimung der 
Sporen aufgebraucht werden. Haufiger ist das Fett wohl als ein patholo- 
gisch in den Zellen angereichertes Sekret zu betrachten, besonders im 
Herbst, wo mit dem Aufhéren der Teilungen oft auch eine Vergilbung des 
Chlorophylifarbstoffes einsetzt. Merkwiirdig, und bis jetzt noch nicht be- 
schrieben, ist die Tatsache, daft bei kleineren Desmidiales, z. B. bei Closte- 
rium Leibleinii die Fetttropfen immer an bestimmten Stellen, in regel- 
mafRigen Abstinden dem Chloroplasten aufsitzen und immer auch ein ein- 
zelner, meist ziemlich grofer Fetttropfen sich im Plasma neben jeder der 
beiden Endvakuolen vorfindet, also nicht in unmittelbarer Nahe des Chloro- 
plasten. Elaoplastische Differenzierungen im Protoplasma, wie bei anderen 
Pflanzen, als Entstehungsorte der Fetttropfen konnten niemals aufgefunden 
werden. 


Besonderes Interesse hat seit jeher das Vorkommen von Kristal- 
len in den Zellen der Konjugaten erregt. (De Bary 1858, Fischer 1884, 
Kopetzky 1931). Wahrend bei den fadenférmigen Zygnemales ausschlieB- 
lich Kristalle von Kalziumoxalat vorkommen, die meist Nadelform haben 
und in chemischer Beziehung ganz einwandfrei zu diagnostizieren sind, 
haben viele Mesotiniales und alle Desmidiales eigentiimliche, dem mono- 
klinen System angehdrige Kristalle, deren mikrochemische Analyse fast mit 
Sicherheit das sonst im Pflanzenreich in Kristallform sehr seltene Kalzium- 
sulfat (Gips) erkennen aft. Die Schwierigkeit des mikrochemischen Nach- 
weises beruht hier auf der Kleinheit der Kristalle, und darin, daB sie sich 
kaum mit Sicherheit von dem iibrigen Zellinhalte trennen lassen. Immer- 
hin ist fast kein Zweifel an ihrer chemischen Natur mehr méglich. Be- 
merkenswert ist jedoch, daf ihr nach der Methode von Schréder v. der 
Kolk und Brun bestimmier Lichtbrechungsindex nach eingehenden eige- 
nen Untersuchungen und Kontrollproben nicht ganz mit dem Lichtbrechungs- 
index des Gipses iibereinstimmte — er betrug immer ny. 1,6, wihrend der 
des Gipses ny.1,52 ist. Da das Strontiumsulfat, ein sehr hiaufiger 
Begleiter des Gipses in der Natur, den Lichtbrechungsindex ny. 1.6 
hat, halte ich es nicht fiir ganz ausgeschlossen, daft hier vielleicht eine 
Doppelverbindung von Kalzium- und Strontiumsulfat oder mindestens eine 
Beimischung des letzteren vorliegt. Spektroskopische Untersuchungen wiir- 
den vielleicht Aufklarung schaffen, wenn es geliange, in Kulturen die Zellen 
mit den fraglichen Kristallen anzureichern. Die Kristalle kommen teils 
(meist kleine) im Protoplasma vor, teils (gréfere) in der Vakuolenfliissig- 
keit, besonders in den Endvakuolen der Desmidiales, niemals im Kern oder 
in der Chloroplastenmasse. Die in den Endvakuolen befindlichen verbleiben 
daselbst und wandern nur gelegentlich der Zellteilung aus denselben aus, 
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sie werden dann gleichmabig auf die sich neu bildenden Zellhalften ver- 
teilt und durchwandern also unter Umstinden viele Generationen von 
Zellen. [hr Wachstum ist offenbar ein ganz langsames. Die Grife der Kri- 
stalle schwankt zwischen Bruchteilen eines Mikromillimeters, bis zu etwa 
10—12. in der langeren Achse. Sie kommen in denselben Kristallformen 
vor, welche auch der Gips als Mineral zeigt, meist als monokline Tafeln 
mit seitlichen Domenflaichen. Bei wenigen Arten (Closterium lunula usw.) 
finden sich ganz regelmafig und ausschlieBlich Tafeln, die zwar auch dem 
monoklinen System angehéren, jedoch scheinbar rhombische Formen zeigen. 
Auch sonst haben mehrere Arten ven Desmidiales recht charakteristische 
(artspezifische) Formen von mehr minder gut ausgebildeten Kristalloiden, 
z. B. kugelférmige (Closterium peraceros). In den relativ kleinen End- 
vakuolen mehrerer Desmidiales finden sich Kristallkonglomerate (Closte- 
rium striolatum u. a.). Fiir andere Arten (Closterium aceros usw.) wieder 
ist die rudimentire Ausbildung aller Kristalle charakteristisch, andere 
(Pleurotiinien) zeigen immer ganz besonders schén ausgebildete Kristalle. 
Die wirkliche Form der Kristalle laBt sich an der lebenden Zelle wegen der 
starken Lichtbrechung kaum richtig erkennen — sie wird erst durch beson- 
dere Priparation erkennbar. Der Kristallreichtum der Zellen ist an ver- 
schiedenen Standorten recht ungleich, ohne dal eine bestimmte Ursache 
dafiir bekannt ist. Daf die Zahl der Kristalle in den Endvakuolen fiir ver- 
schiedene Arten spezifisch ist, kann trotz zahlreicher diesbeziiglicher An- 
gaben im Schrifttum nicht allgemein behauptet werden. Bei raschen Tei- 
lungen vermindert sich eben die Zahl der Kristalle. Besonders merk- 
wirdig aber ist, wie der Verfasser durch eingehende Untersuchungen fest- 
stellen konnte, daf immer die Zahl der Kristalle in beiden Endvakuolen 
einer Desmidiale beiderseits ganz gleich ist — mit minimalen Unterschieden. 
Viele Autoren haben versucht, die Anhaufung der Kristalle in den End- 
vakuolen mit irgendeiner hypothetisch angenommenen Funktion der Kri- 
stalle zu erkliren, wobei meist an eine Einwirkung derselben auf die die 
Vakuole umgebende Protoplasmamasse gedacht wurde. Aber weder eine 
Funktion der Kristalle als Statholithen, noch als Osmoregulatoren, noch als 
Ballastkiérper usw. konnte durch eigene Versuche und kritische Beurteilung 
aller dieser Hypothesen als wahrscheinlich erkannt werden. Sie sind 
offenbar nur Sekretstoffe der Zelle, welche immer in beiden Zellhialften 
(Vakuolen) in gleicher Menge abgelagert werden. 

Als .Zersetzungskirperchen” werden (Nageli, De Bary, Fi- 
scher, West) kleine, runde Zelleneinschliisse bezeichnet, deren Durch- 
messer nur etwa 2—3 yu betragt. Sie finden sich in der Vakuolenfliissigkeit 
verschiedener Mesotiniales und Desmidiales, niemals bei Zygnemalen, und 
zwar auch bei ersteren nur mit strenger Auswahl einzelner Gattungen. So 
zeigt z. B. keine einzige Art von Closterium solche Einschliisse. Aus ihrer 
Benennung geht hervor, da die Autoren sie durchwegs als ein pathologi- 
sches Abscheidungsprodukt der Zellen bei ungiinstigen Lebensbedingungen 
ansehen wollen. Da sie aber nach eigenen Untersuchungen bei gewissen 
Desmidialen (Cosmarium, Pleuroténium u.a.) in allen Exemplaren jedes 
Standortes und zu jeder Jahreszeit aufgefunden werden kénnen, darf man 
sie wohl nicht immer als ein Zeichen einer Zellentartung auffassen, wenn 
dies vielleicht auch manchmal der Fall sein mag. Die Zersetzungskérperchen 
sind organischer Natur, sic kommen nur in der Vakuolenfliissigkeit vor, und 
zwar in solcher Menge, dai dieselbe manchmal ganz braun gefirbt er- 
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scheint. Sie zerquellen bei der geringsten Schiidigung der Zelle durch Druck 
usw. Sie geben die Reaktionen der Algengallerte, besonders mit Bezug auf 
ihre Farbbarkeit in gequollenem Zustande. Sie entstehen in der Vakuolen- 
fliissigkeit selbst. Der Verfasser hat vorgeschlagen, zu ihrer Bezeichnung 
den Ausdruck ,,Zersetzungskérperchen™ fallen zu lassen, da dadurch mit 
Unrecht ihre pathologische Natur festgelegt wird. Die Bezeichnung .,Gallert- 
kérperchen™ diirfte angemessener sein. 

Unter dem Namen ,.Zygnemakugeln” oder ,,Gerbsioffblaschen” 
haben Pringsheim 1881 und Molisch 1923 kleine, stark lichtbrechende 
Tropfen beschrieben, welche bei allen Zygnemalen vorkommen und offen- 
bar im Chloroplasten entstehend, aus diesem ins Plasma austreten. Ich 
konnte sie auch bei einer Mesotiniale (Cylindrocystis) beobachten, niemals 
jedoch bei Desmidialen. Sie sind dadurch charakterisiert, daf sie bei Vital- 
firbung der Zelle Neutralrot und Methylenblau begierig aufnehmen und 
auRerdem deutlich alle Reaktionen der Gerbstoffe geben. 

Karotin. Bei einigen Mesotanialen und Desmidialen finden sich in den 
Vakuolenriumen, besonders im Herbst, rostfarbige, kérnige Massen, in 
denen nach Anstellung entsprechender Reaktionen typische Karotinkristalle 
entstehen, deren Herkunft aus dem Chloroplasten, resp. dessen Farbstoffen 
wohl sicher steht. 

Zum Schlusse dieses Referates will ich nochmals auf die besonders merk- 
wiirdige Tatsache hinweisen, wie sehr verschieden und oft geradezu art- 
spezifisch das Protoplasma und seine verschiedenen Einschliisse und Sekrete 
innerhalb einer einzigen Algenfamilie (Konjugaten) beschaffen sind. 


Im Sinne dieses Eigenreferates sind nur die Arbeiten des Verfassers vollstandig 
zitiert worden — andere Autoren wurden nur so weit genannt, als sich dies als 
notwendig erwies. Die in den letzten Jahren auferordentlich umfangreich ge- 
wordene Literatur iiber Konjugaten findet sich besonders in folgenden Werken: 
Czurda, V., 1937, Conjugaten, im Handbuche der Pflanzenanatomie von K. Lins- 

bauer, IT. Abt. 6, 2. Teilbd. Berlin. 

Krieger, W., 1936, Die Desmidiaceen Europas ete. Rabenhorsts Kryptogamenflora 

Bd. 13. 
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Vitamin-C-Gehalt des Sauromatum-Spadix 
Von 
Friedl Weber 
Aus dem Pflanzenphysiologischen Institut der Universitat Graz 


(Hingelangt am 11. Marz 1944) 


Nachdem Lamarck die Selbsterwarmung des Bliitenkolbens von Arum 
italicum entdeckt hatte, ist das Phanomen der Warmeproduktion wiederholt 
an verschiedenen Araceen studiert worden (Lit. bei Pfeffer 1904, Leick 
1910, 1915). Der Zusammenhang der auffalligen Erscheinung mit der At- 
mung wurde bald erkannt, und Herk (1937) legte die Beteiligung des 
Enzym-Apparates am Zustandekommen dieser geradezu stiirmisch verlau- 
fenden Dissimilation dar. Bei Arum und Sauromatum erfolgt die fiihlbare 
Erwarmung nicht so sehr in der Bliitenregion des Spadix, sondern in erster 
Linie im Appendix, dem sterilen Kolbenende. Als Atmungsmaterial werden 
grofe Mengen von Kohlehydraten in kurzer Zeit verbraucht und die vor der 
Erwarmung reichlich im Appendix vorhandene Starke schwindet dabei zum 
allergr6éfRten Teile. 

Andere pflanzliche Lebensvorgiinge, die ebenfalls mit einem betracht- 
lichen, wenn auch nicht so exzessiven Anstieg der Atmungsintensitat ver- 
bunden sind, stellen der Keimungsprozef der Samen und das Austreiben 
der Knospen dar. Diese beiden Vorginge sind mit einer ansehnlichen Zu- 
nahme des Ascorbinsaéure-Gehaltes der betroffenen Gewebe verbunden (Lit. 
bei Giroud 1938, Weber 1940). Es lie sich vermuten, da& zwischen At- 
mung und Vitamin-C-Vorkommen eine Relation besteht. Moldtmann 
(1939) ist allerdings nicht dieser Ansicht. Aus seinen Untersuchungen geht 
namlich hervor, daf{ TemperaturerhGhung zwar, wie ja bekannt, die At- 
mungsintensitét der Keimlinge betrachtlich fordert, aber keine oder allen- 
falls nur eine geringe Anderung im Ascorbinsaéure-Gehalt bewirkt. Anderer- 
seits sprechen, wie Giroud hervorhebt, auf tierphysiologischem Gebiete 
manche experimentell ermittelte Tatsachen dafiir, dafi l’ascide ascorbique 
jouerait un réle dans les processus respiratoires. Es schien daher der Prii- 
fung wohl wert, ob im Araceen-Spadix zur Zeit des Aufbliihens der Inflo- 
reszenz, wenn die Atmung die stiirmisch einsetzende und dann rasch wieder 
abflauende Steigerung erfahrt, eine Anderung im Vitamin-C-Gehalt vor 
sich geht. 

Untersuchungsmaterial waren Bliitenkolben von Sauromatum guttatum: 
es stand nur eine geringe Zahl von bliihenden Exemplaren zur Verfiigung, 
so daft lediglich die eben aufgeworfene Grundfrage beantwortet werden 
konnte, die Bearbeitung weiter sich ergebender Detailfragen aber zuriick- 
gestellt werden muftte. Der Eintritt der Bliihperiode laft sich an der Ent- 
faltung der Spatha, am Auftreten des unangenehmen Geruches sowie an der 
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fiihlbaren Erwarmung des Appendix erkennen. Die Temperatur des Ge- 
wachshauses war besonders nachis iiber unteroptimal, so da die Warme- 
produktion (Atmung) wohl kaum den bei dieser Pflanze méglichen Héchst- 
wert erreichte. Die an vom Spadix abgetrennten Appendix-Stiicken nach 
Tillmans’ Methode vorgenommene Bestimmung des Vitamin-C-Gehaltes ' 
ergab folgendes: 


Sauromatum guttatum-Appendix 


Vitamin C in mg% des Frischgewichtes 


Ver dem: Giken. cio cs 5 «fll le 00 
Wahrend des Warmemaximums. . . . 157 bis 189 
Nach dem Blithen .......~, . 4&bis 6 


Es zeigt sich demnadch: 


1. ein starker Anstieg des Ascorbinsauregehaltes bei Erreichung des Warme- 
maximums, 

2. ein enormer Abfall des Ascorbinsiuregehaltes zur Zeit des Abbliihens, 
beim Erkalten des Appendix. 


Das Ascorbinséuremaximum ist nicht nur relativ *, sondern auch absolut 
recht betrachtlich, dabei ist es wohl méglich, daf bei optimaler AuRentempe- 
ratur noch héhere Werte anzufinden waren. 

Auch ist folgendes zu beachten: Die intensiv verlaufenden Atmungs- 
reaktionen spielen sich ausschlieflich in der gelblichen Aufenschicht des 
Appendix ab; diese verbraucht pro Gramm Trockensubstanz und je Stunde 
nach Herk 19,4ccm Sauerstoff, wahrend das zentrale ,.Mark“ nur 1,8 ccm 
Sauerstoff aufnimmt. Eine Trennung der Rinden- von der Markschichte 
wurde zundchst nicht vorgenommen, die oben angegebenen Ascorbinsaure- 
werte beziehen sich also auf kompakie Appendixstiicke (Rinde plus Mark). 
Es ist wahrscheinlich, daft bei Bestimmung des Vitamin-C-Gehaltes der Rin- 
denschichte allein noch héhere Werte gefunden worden waren. Dafiir 
spricht, da Appendixquerschnitte, die in das Giroudsche Reagens ein- 
gelegt werden, in der Rinde eine ganz wesentlich intensivere Schwarzung 
zeigen als im Mark. Die Schwarzung erfolgt auch im Dunkeln, was beson- 
ders dafiir spricht, da die reduzierende Substanz wirklich Ascorbinsiure 
ist. Bedenken gegen die Spezifitat des histochemischen Vitamin-C-Nach- 
weises mit dem Giroudschen Reagens sind allerdings gerade dann am 
Platze, wenn bei einem oxydativen Zellgeschehen andere stark reduzierende 
Redoxsysteme angereichert werden. Als stérende Substanzen kommen nach 
Wolf-Heidegger und Waldman (1941) besonders in Betracht: Co- 
Zymase, Co-Dehydrasen, Flavin-Enzym. Nachdem, wie Herk gezeigt hat, 
gerade diese Enzyme im Sauromatum-Appendix zur Zeit der Erwairmung 


1 Wenn im folgenden die nach Tillmans’ Methode ermittelte reduzierende 
Substanz als Vitamin C bezeichnet wird, so geschieht dies mit dem Vorbehalt, daf 
die Brauchbarkeit der Methode zum spezifischen Ascorbinsiiure-Nachweis bekannt- 
lich Einschrankungen unterliegt und daf die Gegenwart auch anderer reduzierender 
Substanzen eventuell zu hohe Werte ergibt. 

2 In der Knolle von Sauromatum wurde der Vitamin-C-Gehalt mit 4mg% 
ermittelt. 
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in groRen Mengen“ vorhanden sind, so kann aus der Schwarzung in saurer 
Silbernitratlésung keineswegs mit Eindeutigkeit auf die Anwesenheit von 
Vitamin C geschlossen werden. 

An einem anderen bliihenden Sauromatum-Exemplar, bei dem allerdings 
das Wirmemaximum im Appendix bereits iiberschritten war (die Spitze des 
Appendix befand sich bereits im Erkalten), wurde die Vitamin-C-Bestim- 
mung im Rinden- und Markteil des unteren Appendixteiles getrennt vorge- 
nommen: Der Markteil enthielt 38mg% Ascorbinséiure, der Rindenteil 
110mg%. Diese Differenz entspricht gut dem Unterschiede im Schwarzungs- 
grade bei Einwirkung des Giroud-Reagens. Die Verschiedenheit im Ge- 
halt an reduzierender Substanz von Mark und Rinde kann auch mittels der 
Tiipfelmethode (Weber 1939) schnell und einfach anschaulich sichtbar ge- 
macht werden. 

Legt man Querschnitte aus dem sich warm anfiihlenden Appendix auf 
eine Kakothelin-Gelatine-Platte, so stellt sich unter dem Rindenteil inner- 
halb einiger Minuten die charakteristische Violettfarbung des reduzierten 
Farbstoffes ein, unter dem Markteil aber nicht. 


Das zeitliche Zusammenfallen des Ascorbinséuremaximums mit dem der 
Wirmeproduktion und Atmungssteigerung im Appendix beweist einen 
kausalen Zusammenhang noch nicht. Von Interesse waren Vitamin-C- 
Bestimmungen an einer bliihenden Infloreszenz, die in einer sauerstofffreien 
Atmosphire gehalten wird, wobei. wie bereits bekannt ist, Starkeverbrauch, 
Atmungssteigerung und Warmebildung unterbleiben. 

Die Atmungssteigerung wird nach Herk lediglich durch eine Aktivitats- 
anderung der Atmungsfermente bedingt, beim Atmungsabfall findet dann 
eine starke Verringerung der Fermentaktivitat statt. Es sind schon verschie- 
dene Falle bekannt, daf in Zellen mit starker Fermentaktivitat der Vitamin- 
C-Gehalt besonders hoch ist. Giroud (1938) hat dafiir Beispiele zusammen- 
gestellt und seitdem sind weitere bekannt geworden (Weber 1940, Bu- 
katsch 1942, Lvof f 1945). Man darf daher die Zunahme an Vitamin C in 
dem Entwicklungsstadium des Bliitenstandes, in welchem im Appendix die 
Atmungsintensivierung einsetzt, auch als einen weiteren Beweis dafiir 
buchen, daft Zellaktivitaét und speziell Enzymaktivierung und Ascorbin- 
sdureanreicherung zusammenfallen. Ob dabei im Falle des Araceen-Appen- 
dix ausschlieBlich die Wirkungssteigerung des Flavin-Enzyms eine Rolle 
spielt, ist fraglich *. Bei der Bereitstellung des Atmungsmaterials im Sauro- 
matum-Appendix greifen auch diastasische Fermente aktiv ein. Die im 
Appendix vor seiner Erwarmung reichlich gespeicherte Starke wird in 
Zucker verwandelt und es findet zundchst eine starke Zuckeranreicherung 
statt. Vielleicht ist gerade mit dieser Phase des im Appendix abrollenden 
Stoffwechsels auch die erhéhte Produktion der Ascorbinsaure verkniipft. 
Auf einen solchen Zusammenhang weisen u. a. die Befunde von Héfler 
(1939) hin, die eine Anderung im Reduktionsvermégen der Schliefzellen mit 
dem Auf- und Abbau der Starke aufgezeigt haben. Moldtmann (1939) 
konnte eine Relation zwischen Glukosegehalt und Ascorbinséuremenge bei 
Monokotylenblatiern aufzeigen, auch lief sich durch kiinstliche Zufuhr von 
Glukose eine vermehrie Produktion von Ascorbinsaure erzielen. Bei der 
Keimung der Samen und beim Austreiben der Knospen wird ebenfalls 

8 Eine vergleichhende Zusammenstellung des Ascorbinsdure- und Flavingehaltes 
in menschlichen und tierischhen Geweben bringt Giroud (1938). 


8* 
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Starke abgebaut und Zucker gebildet und gleichzeitig steigt der Ascorbin- 
sauregehalt an. In den letzteren Fallen setzt zugleich das Wachstum ein, 
wodurch weitere Komplikationen gegeben sind, die den Einblick in den 
Zusammenhang erschweren. Dies ist im Sauromatum-Appendix nicht der 
Fall, der Stoffwechsel ist hier ganzlich auf Atmung eingestellt, Wachstum 
findet nicht statt; dies la&t gerade dieses Objekt fiir die Analyse der Zusam- 
menhinge besonders giinstig erscheinen *. 

Was nun die Rolle der beim Atmungsanstieg in erhédhtem Mafe bereit- 
gestellten Ascorbinsaure betrifft, so hangt die Ansicht dariiber mit der heute 
ja vielfach erdrterten Frage nach dem Wirkungsmechanismus der Ascorbin- 
saure iiberhaupt zusammen (vgl. a. u. Holtz und Koch 1942, Grolitsch 
und Stéger 1941). Ob man ihr eine Ubertragerfunktion bei der Zellatmung 
zuschreiben darf, ein Eingreifen in den oxydativen Zuckerabbau, eine Co- 
Ferment-Funktion, das alles ist noch unentschieden. Aber auch zur Eni- 
scheidung solcher Fragen diirfte der Araceen-Kolben, der um ein vielfaches 
intensiver atmet als tierisches Gewebe, recht geeignet sein. An der Aktivie- 
rung der Atmungsenzyme scheint die Ascorbinsiure im Sauromatum- 
Appendix nicht beteiligt zu sein. Diese Aktivierung erfolgt nach Herk 
durch die Einwanderung einer Substanz, die in den mannlichen Bliiten ge- 
bildet wird, in das Appendix-Gewebe. Diese Substanz kann durch kiinst- 
liche Zufuhr von Ascorbinsaure nicht ersetzt werden. 

Was den raschen, starken Abfall des Vitamin-C-Gehaltes des Appendix 
am Ende der Erwarmungs- (Atmungs-) Periode betrifft, so kann es sich 
dabei um eine Oxydation der Ascorbinsaiure zu Dehydroascorbinsaure han- 
deln, die ja mit der angewendeten Methode Tillmans’ nicht ohne weiteres 
erfafit wird; oder aber es kann zu einer irreversiblen Weiterzersetzung der 
Dehydroascorbinsaiure gekommen sein. Weitere Untersuchungen miissen zwi- 
schen diesen und anderen Méglichkeiten entscheiden. 

Die vorliegende kurze Mitteilung laBt mehr Fragen offen als sie beant- 
wortet, immerhin darf als Ergebnis angefiihrt werden: 

Im Appendix von Sauromatum und wohl auch anderer Araceen ® stellt 
sich mit dem Eintritt in die Bliihperiode zunachst eine betrichtliche Steige- 
rung, dann aber ein jaher Abfall im Gehalit einer reduzierenden Substanz, 
vermutlich Ascorbinsaure, ein, und zwar vor allem in der peripheren Rin- 
denschicht, in der der lebhafte Atmungsstoffwechsel (die Enzymaktivitat) 
lokalisiert ist. Der Appendix diirfte fiir eine Analyse des Wirkungsmecha- 
nismus des Vitamin C besondere Vorteile bieten. 
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Beitrage zur Fluoreszenzmikroskopie, herausgegeben von F. Brautigam 
und A. Grabner. 1. Sonderband der Zeitschrift ,,Mikroskopie™, 131 Sei- 
ten, 10 Farbiafeln. Verlag Georg Fromme, Wien 1949. Preis S 60.—. 


Die seit 1946 in Wien erscheinende Zeitschrift ,,Mikroskopie™, die bereits 
eine Reihe fiir die Zell- und Protoplasmaforschung wertvoller Beitraige 
gebracht hat, bringt nunmehr als Ergainzung eine eigene Buchreihe heraus, 
die Arbeiten gréferen Umfanges zusammenfaft. Der erste dieser Sonder- 
bande vereinigt, wie ‘aus obigem Titel ersichtlich ist, Berichte iiber 
fluoreszenzmikroskopische Untersuchungen. Aus dem Inhalt dieses Bandes 
seien folgende Arbeiten angefiihrt: Brautigam: Haitinger, der Begriinder 
der modernen Fluoreszenzmikroskopie. Braiutigam und Grabner: 
Fluoreszenzmikroskopie. Eppinger: Die Bedeutung der Fluoreszenz- 
mikroskopie fiir die Pathologie. Héfler: Fluorochromierungsstudien an 
Pflanzenzellen. Ziegenspeck: Die Emission polarisierten Fluoreszenz- 
lichtes (Difluoreszenz) durch gefarbte Zellulose und Kutinmembranen. 
Strugger: Der gegenwiartige Stand der Forschung auf dem Gebiet der 
fluoreszenzmikroskopischen Untersuchung der Bakierien. Hoéfler und 
ne Zur Wirkung des Coriphosphins auf die Pflanzen- 
zelle. 

Die Protoplasmaforschung wird an diesem Buch nicht achtlos vorbei- 


sehen diirfen. Weber (Graz). 


Biebl, Permeabilitatsversuche an der Kartoffelpflanze.  Osicrr. Botan. 
Zeitschr. 95. 1948. 


Unter den Permeabilitatsreihentypen ist der Gentiana-Sturmiana-Typ 
(Héfler), bei dem Harnstoff extrem rasch permeiert, bisher nur fiir wenige 
Pflanzen bekanntgeworden. Permeabilitatsstudien an der Blattstiel-Epider- 
mis von Solanum tuberosum ergaben, daft auch dieses jederzeit leicht zur 
Verfiigung stehende Objekt diesem Typus angehért. In bezug auf die 
Zugehoérigkeit zu den Permeabilitiatsreihen laBt sich die Kartoffel Blattstiel- 
Epidermis zwischen den normalen Chara-Majanthemum-Typ und den 
rapid harnstoffpermeablen, amidophilen Porentyp einreihen. 


Weber (Graz). 


Bogen, H. J., Untersuchungen iiber den Hitzetod und Hitzeresistenz 
pfianzlicher Protoplaste. Planta 56, 298—340 (1948). 

— Vergleichende Untersuchungen itiber Ionenreihen an pflanzlichen 
Protoplasten. Biolog. Zbl. 67, 490—503 (1948). 


Die Wirkung von Ionenreihen und -mischungen, Anelektrolyten sowie 
einiger anderer Einwirkungen auf die Protoplaste von Rhoeo discolor und 
Gentiana cruciata werden mit Hilfe der Tétungszeiten (Zeit bis zur Ent- 
farbung von 50% der anthocyanhaltigen Zellen bei 53—60°) verfolgt und 
die Ergebnisse im Sinne einer neuen Hypothese der Hitzeresistenz inter- 
pretiert. Nach dieser besteht das Wesen der Hitzeresistenz in der Fahigkeit 
des Protoplasten, Stérungen der Molekiilgestalt und des Verkniipfungs- 
musters ,,einzuarbeiten”, wobei durch die auftretenden Spannungen neue 
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Ladungs- und Hydratationszentren geschaffen werden: diese fiihren zu- 
nachst zur Resistenzverminderung. Uberschreitet aber die Stérung ein ge- 
wisses Ma, so kommt es zur Auflésung der Struktur und damit zum Zell- 
tod. — Die einwertigen Kationen erniedrigen die Hitzeresistenz nach der 
lyotropen Reihe, die Anionen nach der Adsorptionsreihe. Die Resistenz- 
erniedrigung geht auf Hydratationserhéhung zuriick, wobei als Mechanis- 
mus Adsorption unter Ladungserhaltung angesehen wird. Mit steigender 
Salzkonzentration sinkt die Resistenz nach einer reinen Exponentialfunk- 
tion (Adsorptionsisotherme), was als Zeichen einer primaren Wirkung der 
Salze gedeutet wird; nur MgSO, erhéht die Resistenz (Verfestigung des 
Plasmas?). Beim Ubergang in hypertonische Lésungen nimmt die Resistenz 
infolge Dehydratation zunachst zu, und zwar in Salz- und Zuckerlésungen 
in gleichsinniger Weise. Deplasmolyse fiihrt zu starkster Resistenzvermin- 
derung, ahnlich, nur schwacher, wirkt Wasserung. In Ionenmischungen 
zeigen sich rein additive Effekte; es wird die Méglichkeit erwogen, daf die 
vielfaltigen Erscheinungen des Jonenantagonismus durch Summation der 
Mn a> Sto Ionenwirkungen auf die einzelnen Komponenten inhomoge- 
ner Kolloide zustande kommen und bei Wahl entsprechender Teste in eine 
Reihe additiver Wirkungen aufgeliést werden kénnten. — Verf. folgert aus 
seiner Arbeitshypothese, daf fiir die Resistenz nicht der Hydratationsgrad 
schlechthin mafgebend ist, sondern nur bestimmte Hydratationskomponen- 
ten, z. B. Hydratationszunahme an den Stérungsstellen des Molekiilmosaiks. 
Zur Stiitze hiefiir vergleicht Verf. die Resistenzversuche mit seinen friiheren 
Permeabilitatsversuchen sowie mit durch Ionen verursachten Anderungen 
der KerngréBen. Dabei zeigt sich, da an ein und demselben Objekt 
(Rhoeo) bei den einzelnen Testen weder die Reihung der Ionen noch die 
Richtung der Hydratationsbeeinflussung iibereinstimmt. So wird fiir die 
Reihe (vom Ref. gekiirzt) K<(Ca< Al bei Priifung der Hitzeresistenz 
eine Hydratationserhéhung, bei Harnstoff- und Glyzerinpermeabilitat wie 
beim Kernvolumen dagegen Hydratationsverminderung gefunden; ahnlich 
wirken die Ionen der Reihe SO,<(C1<(SCN hinsichtlich Resistenz und 
Harnstoffpermeabilitat hydratisierend, hinsichtlich Glyzerinpermeabilitat 
und Kernvolumen dagegen dehydratisierend. Interessanterweise kehren 
die genannten Reihen bei der protoplasmatisch von Rhoeo so verschiedenen 
Gentiana cruciata (Glyzerin-, bzw. Harnstofftyp nach Héfler) qualitativ 
wie quantitativ weitgehend wieder (nur bei der Glyzerin- und_Harnstoff- 
permeabilitat scheinen Unterschiede bestehen zu bleiben). — Verf. warnt 
ausdriicklich vor Verallgemeinerung, gemeinsame Baueigentiimlichkeiten 
aller plasmatischen Systeme anzunehmen. Man darf jedoch gespannt sein, 
ob sich die Hypothese der ,,lokalen“ Hydratationsanderung und der damit 
verbundenen Modglichkeit der gleichzeitigen Entfaltung verschiedener bis 
entgegengesetzter Ionenwirkungen an weiteren Testen und anderem Ma- 
terial bestatigen laBt. Hartel (Graz). 


Buvat, R., Recherches sur les effets cytologiques de eau. Rev. Cytol. et 
Cytophysiol. végétales. 10 (1948). 


In Gewebekultur gezogene Wurzelfragmente von Cichorium und Scor- 
zonera wurden dem Hypotonieeinflu& von destilliertem Wasser ausgesetzt 
und die zytomorphologischen Veranderungen vital verfolgt. Die Kernstruk- 
tur verandert sich wenig, das Zytoplasma nimmt unter Vakuolisierung 
Schaumstruktur an. Von besonderem Interesse sind die Alterationen des 
Chondrioms. Die Chondriosomen vergréfern sich unter Blaschenbildung 
enorm oder sie tun dies ohne ,,Vesicularisation“. Es besteht die Tendenz 
zur Aggregation und Verklebung der Chondriosomen, was zur Biidung 
umfangreicher veristelter Verbinde fiihren kann. Die Sistierung der Proto- 
plasmastrémung ist anscheinend dafiir verantwortlich. Im allgemeinen sind 
diese Verinderungen bei rechtzeitiger Riickversetzung in ein geeignetes 
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Kulturmedium reversibl. Aber auch eine Gewéhnung an das hypotonische 
Medium findet statt, wobei sich die Struktur normalisiert. Ein Verschwin- 
den und eine Neubildung der ‘Chondriosomen konnte dabei nicht beob- 
achtet werden, es macht vielmehr den Eindruck, als ob sich die Chondrio- 
somen unter Ausstofung des iiberschiissigen Wassers aus eigenem regene- 
rieren wiirden. Wenn im Zuge der Gewoéhnung die Plasmastrémung wie- 
der einsetzt, zerfallen die langen Chondriokonten, die sich durch Aggre- 
gation gebildet hatten, wieder in eine Anzahl kurzer, die dann vom Strome 
erfaft und im Zytoplasma vericilt werden. Weber (Graz). 


Ceruti, A., L’azione di alcuni cationi e dell’acqua sul condrioma isolato in 
vitro. Rendiconti dell’ Accademia Nazionale dei Lincei, Cl. di Science 
fisiche, matematiche e naturali, ser. VIII, vol. V, fasc. 6., S. 452—460, 
1948. 


Durch Zentrifugieren isolierte Chondriosomen besitzen unter natiirlichen 
Verhialtnissen (das Auswaschen erfolgte mit chondriosomenfreiem plasma- 
hialtigem Pflanzensaft) ein maximales Volumen bei einem spez. Gew. 
von 1,27. 55% der Chondriosomenmasse bestehen aus hydratisierbaren 
Kolloiden, das non solvent volume ist 45%. Durch Salze wird das Volumen 
der Ch. im Sinne einer mathematisch gut fafbaren Exponentialfunktion 
verringert; geringe Salzmengen iiben die verhiltnismaftig starkste de- 
hydratisierende Wirkung aus. Bei Ca tritt eine maximale Volumenver- 
ringerung auf 53,4%, bei Mg eine solche auf 52,11% des Ausgangsvolumens 
ein, was einer Reduktion des solvent volume um 85, bzw. 87% entspricht. 
K wirkt wesentlich schwicher (Kontraktion auf 79,7%, bzw. Reduktion des 
solvent volume um 36%). Die Wirkung des destillierten Wassers liegt 
zwischen der des K und des Mg. Die starke Wirkung der Erdalkalien wird 
mit einer chemischen Verbindung mit den Proteinen erklart, waihrend das 
K hiezu nicht befahigt ist. Der abweichende Verlauf bei steigendem Wasser- 
zusatz deutet auf einen anderen komplexen Wirkungsmechanismus, naim- 
lich Stérung des Salzgleichgewichtes innerhalb der Chondriosomen infolge 
Verdiinnung. O. Hartel (Graz). 


Fischer, H., Plasmolyseform und Mineralsalzgehalt in alternden Blattern. 
I. Untersuchungen an Helodea und Fontinalis. Planta 35 (1948). 


Plasmolyseformstudien haben ergeben: Alternde Blatter der genannten 
Pflanzen unterscheiden sich von jiingeren durch eine geringere Viskositiit 
des Zytoplasmas. Mit dem Alter nimmt der Gehalt der Blatter an Kalium 
stark ab, besonders verglichen mit dem Kalziumgehalt. Es wird auf eine 
verminderte Hydratation der Mizelle des alternden Protoplasmas geschlossen 


Weber (Graz). 


Frey-Wyssling, A., Submicroscopic Morphology of Protoplasm and its 
Derivates. 255 Seiten, 160 Textfiguren. Elsevier Publishing Company 
New York, Amsterdam. 1948. Preis $ 6.—. 


Dieses Buch, heute wohl eines der am eifrigsten studierten Werke aus 
dem Grenzgebiete der Biologie und Biophysik, stellt die zweite Auflage 
der ,Submikroskopischen Morphologie des Protoplasmas und _ seiner 
Derivate* dar, die 1938 in der Reihe der Protoplasma-Monographien er- 
schienen ist. Wenn nach zehn Jahren eine Neubearbeitung nétig war und 
wenn diese neue Auflage iiber einen enormen Fortschritt berichten kann, 
so ist dies nicht zuletzt das Verdienst von Frey-Wyssling selbst, der 
schon 1938 mit diesem Buche ein Meisterwerk geschaffen hat, von dem eine 
Fiille von Impulsen ausgestrahlt ist. Diese Anregungen sind durch ihre 
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begeisternde und suggestive Kraft rasch wirksam geworden, und das junge 
Lehrgebaiude der submikroskopischen Morphologie, in dessen. Geriist da- 
mals noch viel des Hypothetischen eingebaut werden mufte, steht heute 
schon wesentlich gefestigter da. Dazu hat neben dem von Frey-Wyssling 
angefachten Interesse ganz wesentlich der Ausbau der Technik der Elek- 
tronenmikroskopie beigetragen; ihre Ergebnisse (etwa bis 1946) sind in der 
vorliegenden Auflage eingehend verwertet worden. Dabei werden die Tat- 
sachen, die durch die alteren Methoden erarbeitet wurden, nicht ‘vernach- 
lassigt. Fiir den Protoplasmaforscher steht im Mittelpunkt des Interesses 
die viel zitierte Haftpunkttheorie, die gegen einzelne Zweifler verteidigt 
wird. In einem abschlieBenden Riickblick auf den Reichtum an Tatsachen 
und Ideen, die das Buch, dem auch in der neuen Bearbeitung ein grofer 
Erfolg beschieden sein wird, in glanzender Darstellung vermittelt, kommt 
Frey-Wyssling zu folgendem Schluf: ,,The substratum in which life is 
inherent is not a dispersoid with individual particles or ultramicrons; it 
possesses astructure. Its active groups, which control metabolism and 
development, are juxtaposed in a given order. They are not intermingled 
by mere laws of chance and Brownian molecular movement; the fact is 
rather that the chain molecules arrange themselves into a delicate, very 
plastic and flexible molecular frame, actuated, as it were, by a purposeful, 
co-ordinative impulse. No more than leaves, blown by gt Beh ta 1 winds 
from the twig and fluttering helplessly in the air, are able to assimilate for 
the parent tree, can independent, ambulant, reactive molecules take part 
in any organized work. ... For the cell certainly is not a pouch filled 
with ultramicrons suspended in a fluid, whirling about haphazardly and 
in confusion; it is, on the contrary, a wonderful system, the intrinsic 
structure of which, could it but be seen, would assuredly fill every observer 
with an enthusiasm equal to that which microscopic cytomorphology 
inspires.” Die Biologen miissen den Schépfern der submikroskopischen 
Morphologie dankbar sein, die es uns lehren eine bisher unbekannte Welt 
zu erschlieBen und so das Gliick der Arcana naturae detecta, das einst 
Leeuwenhoek mit seinen einfachen Mikroskopen genof, wieder einmal zu 


erleben. Weber (Graz). 


Frey-Wyssling und E. Steinmann, Die Schichtendoppelbrechung groBer 
hloroplasten. Biochimica et Biophysica Acta 2, 254—259, 1948. 


Chloroplasten zeigen nach Einbettung in Lésungen von verschiedenem 
Brechungsindex eine veranderliche Doppelbrechung, woraus Riickschliisse 
auf ihren submikroskopischen Bau gezogen werden kénnen. An fixierten 
Plastiden von Mougeotia sind von den Verff. erstmals vollstandige Doppel- 
brechungskurven erhalten worden. Einbettung in Azeton-Methylenjodid- 
Gemische ergab die regelmafigsten Kurven. Es handelt sich um nach unten 
offene reine Hyperbeln, also um Schichiendoppelbrechungskurven, die Ma- 
xima liegen, unabhingig vom verwendeten Fixiermitiel, bei einem 
Brechungsindex des Imbitionsmittels von etwa 1,58, was ungefahr dem 
Brechungsindex von Proteinen entspricht. Nach Fixierung mit nur protein- 
fallenden Agentien verbleibt keine Restdoppelbrechung, die lipoidfallende 
Osmiumsiaure bewirkt (auch in ihren Gemischen) einen Vorzeichenwechsel des 
Gangunterschiedes. Dieser ist durch die positive Eigendoppelbrechung der 
Lipoide bedingt und bleibt auch nach Entfernung der Osmiumsaure er- 
halten. Die geringe Restdoppelbrechung indes zeigt, daf die Lipoide, die 
30% der Chloroplastensubstanz ausmachen, nur unvollkommen gerichtet 
sein kénnen. Das Strukturschema der Chloroplasten als Protein-Lipoid- 
Schichtenmischkérper (Frey-Wyssling) scheint durch diese Untersu- 
chung bestatigt. O. Hartel (Graz). 
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Geitler, L., Ergebnisse und Probleme der Endomitoseforschung. Osterr. 
Botan. Zeitschr. 95 (1948). 


Geitler, der Schépfer des Terminus ,,Endomitose“* und beste Kenner 
des rasch sich entwickelnden neuen zytologischen Forschungsgebietes, gibt 
in gedraingter Form einen Uberblick iiber Tatsachen und Probleme der 
endomitotischen Polyploidisierung sowie iiber die Methoden, die ihre Fest- 
stellung erméglichen. Die Bedeutung der Endomitose als solcher wird darin 

esehen, daft sie als im Vergleich zur Mitose vereinfachter Vorgang, die 
unktion der wachsenden Zellen weniger als diese beeinflu&t. Die endo- 
mitotische Polyploidisierung wird daher von besonderer Bedeutung sein fiir 
Organe, die friihzeitig zu funktionieren beginnen, wie z. B. die Elaiosomen, 
die sehr friih Nahrstoffe und Vitamine speichern. Vielleicht haben ami- 
totische Kernteilungen einen ahnlichen ,,Sinn“, wie sie in den als ,,Vor- 
lauferspitzen” gedeuteten Beltschen Koérperchen vorkommen. 


Weber (Graz). 


Heilbrunn, L. V., and Wilson, W. L., Protoplasmic viscosity changes 
during mitosis in the egg of Chaetopterus. Biol. Bull. 95 (1948). 


Von den drei Haupttheorien, die die Auslésung der Mitose versiandlich 
machen wollen, werden die Permeabilitats- und die Atmungstheorie ab- 
gelehnt, es bleibt also nur die Kolloidtheorie, welche annimmt, der primare 
Ansto& zur Zellteilung sei eine Gelbildung des Zytoplasmas, ahnlich der 
Gelatinierung, mit der das Protoplasma iiberhaupt auf Reins antwortet. Die 
wichtigste Stiitze dieser Theorie geht auf die heute bereits als klassisch zu 
bezeichnenden Studien Heilbrunns zuriick, welche an tierischen Eiern 
von Arbacia und Cumingia Viskositatsanderungen vor und im Verlauf der 
Mitose festgestellt haben. Bei der Wichtigkeit dieses Befundes fiir die 
Theorie der Zellteilung war eine Wiederholung der Versuche auf breiterer 
Basis héchst erwiinscht. Versuchsobjekt waren diesmal Eier von Chaetopterus 
pergamentaceus. Parallel zu den Viskositatsbestimmungen durch Zentri- 
fugierung, die in 1-Minuten-Intervallen ausgefiihrt wurden, lie® sich an 
ebenfalls in Intervallen von 1 Minute fixierten Eiern der Ablauf der Mitose- 
phasen mit besonderer Genauigkeit ermitteln. Wahrend der Furchungs- 
teilung gehen auch im Chaetopterus-Ei ausgepragte Anderungen der Proto- 
plasmaviskositat vor sich, sie sind ahnlich mit denjenigen, die fiir das Fi 
von Arbacia und Cumingia bekannt sind. Vor dem Auftreten der mito- 
tischen Spindel findet ein Ansteigen der Viskositit statt, worauf wieder ein 
Absinken folgt. Wahrend der Metaphase ist die Protoplasmaviskositat 
niedrig. Unmittelbar bevor sich die Zelle teilt, steigt die Viskositat neuer- 
dings steil an. Weber (Graz). 


Hofler, K., Einige Nekrosen bei Farbung mit Akridinorange. Siizber. 
Osterr. Akad. Wiss., Math.-naturw. K1., Abt. I, 156, H. 9/10, 585—644, 1947. 

— Was lehrt die Fluoreszenzmikroskopie von der Plasmapermeabilitat 
und Stoffspeicherung? Mikroskopie 2, 13—29, 1947. 

— Fluoreszenzmikroskopie und Zellphysiologie. Biologia generalis 19, 
90—113. 1949. 


Drei inhaltlich zusammengehérige Arbeiten, die, ausgehend von spe- 
ziellen Beobachtungen, in die Behandlung allgemeiner Fragen der Farb- 
sioffspeicherung miinden. — An einer Reihe von Lebermoosen werden 
verschiedene Formen der Trockennekrose unterschieden (Schrumpf-, Kranz-, 
Rahmen- und Saumnekrosen). Mit Akridinorange behandelt fluoreszieren 
die Zellen in einem bestimmten Absterbestadium mit gelber Farbe 
(..Acridinogilbende~ Zellen). Ahnliches konnte auch an anderen Objekten 
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gefunden werden. — Um die Nekrosetypen auch fluoreszenzoptisch zu 
unterscheiden, wiederholt Héfler zunichst die Struggerschen Fluoro- 
chromierungsreihen mit Akridinorange bei verschiedenem pH, wobei je- 
doch Héfler trotz weitestgehender Ubereinstimmung der Versuchsergeb- 
nisse zu grundsatzlich anderen Deutungen gelangt. Die oberhalb pH 6,5 
cinsetzende kupferrote Fluoreszenz der Vakuolen mit Akridinorange 
(Allium-Innenepidermis) beruht darauf, daf in diesem pH-Bereich das 
Akridinorange in nicht dissoziierter Form als Farbbase im Farbbad vor- 
liegt und so durch das Plasma permeieren kann. Im sauren Zellsaft disso- 
ziiert der Farbstoff wieder und zeigt dann (bei gleichzeitiger Polymerisa- 
tion) die rote Kationenfluoreszenz. Der Zellsaft wirkt also als Ionenfalle, 
es bleibt dabei ein dauerndes Gefille von Farbmolekiilen gegen das Zell- 
innere erhalien. Alkalisierung des Zellsaftes mit NH, la@t den Farbstoff 
unter Riickfiihrung in die Molekiilform glatt exosmieren. Der Umschlag 
von Membran- zur Zellwandfarbung unter pH6,5 wird auf Grund des 
Verhaltens bei Plasmolyse sowie der Schnitirander mit Speicherkonkurrenz 
erklart und die Struggersche Annahme einer Kationenfluoreszenz ab- 
gelehnt. Die Zellen der auferen Zwiebelepidermis dagegen fluoreszieren 
ebenso wie die Epidermiszellen der Blattunterseite von Platanthera bifolia 
mit griiner Farbe, wobei die Farbung weit in den sauren Bereich bis etwa 
pH3 hineinreicht. Dies beweist, dafi auch in diesem pH-Bereich permea- 
tionsfahige Farbmolekiile vorhanden sind, nur erfolgt in solchen Zellen die 
Speicherung auf chemischer Grundlage. Solche Zellsifte nennt Héfler 
voll“ im Gegensatz zu den ,,leeren”, die sich nur durch Ionenspeicherung 
anfairben. NH,-Behandlung bleibt in solchen ,,vollen“ angefarbten Zell- 
saften ohne Wirkung. Die Bunifarbung der Innenepidermen angetriebener 
Zwiebeln beruht auf einem mosaikartigen Nebeneinander voller und leerer 
Zellsifte. — Die an den Wundrandern der Zwiebelschuppen durch 
Plasmoschise entstehenden Nekrosen (von Héfler .,Doppelsaumnekrosen“ 
genannt), fluoreszieren mit Akridinorange in Mischfarben von orange, 
braun bis ziegelrot. Diese kommen durch Uberlagerung der Griinfluoreszenz 
des im Zellinhalt gespeicherten Farbstoffes durch die rote Kationenfluo- 
reszenz iiberschiissiger Farbe zustande. — Nach Tétung der Zellen mit NH, 
bleibt die Griinfluoreszenz erhalten, nimmt oft sogar an Intensitat zu. Die 
, fodesreaktion™ Struggers, nach der lebender Zellinhalt griin, toter rot 
fluoresziere (nach Farbung mit Akridinorange) ist demnach in dieser all- 
gemeinen Form nicht aufrechtzuerhalten. Wohl fluoreszieren lebende Zellen 
mit Akridinorange stets griin, bzw. sind rote Zellen stets tot; aber nicht alle 
griinfluoreszierenden Zellen sind auch lebend. Nekrosen, die durch Quellung 
zustande gekommen sind, leuchten auch in griiner Farbe, wahrend die 
Struggersche Reaktion nur bei Koagulationsnekrosen eine Unterschei- 
dung von lebend oder tot zulaft. — Auf Grund dieser Versuche ist also die 
Fluoreszenzmikroskopie in der Lage zu entscheiden, ob Ionen- oder che- 
mische Speicherung vorliegt, bzw. vermag sie verschiedene Formen von 
Nekrosen zu differenzieren. O. Hartel (Graz). 


Huskins, Segregation and Reduction in Somatic Tissues. [. Initial obser- 
vations on Allium cepa. J. of Heredity 39, 311 (1948). 


Gelegentlich wurden in somatischem Gewebe (Wurzeln von Rhoeo, 
Allium) Reduktionsteilungen und haploide Zellen gefunden. Auch noch 
andere derartige Angaben liegen in der karyologischen Literatur vor. 
Merkwiirdigerweise wurden diese fiir verschiedene Fragen der Zytologie 
und Vererbungslehre bedeutungsvollen Befunde bisher wenig beachtet. 
Nach Behandlung der Allium-Wurzel mit Lésungen von Ribose Nuclein- 
saure oder deren Natrium Salz (1 bis 2%, 6 bis 12 Stunden) wurden neben 
der normalen Mitosen bis zu etwa 2% der Kernteilungen solche gefunden, 
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die als ,,somatische Meiosen“ bezeichnet werden kénnen. Die Zellen, in 
denen diese Reduktionsteilungen vorkommen, machen einen durchaus nor- 
malen Eindruck. Es ist wahrscheinlich, daf solche somatische Meiosen 
bisher meist tibersehen wurden und in Wirklichkeit nicht allzu selten vor- 
kommen. Natrium-Nucleat unterscheidet sich jedenfalls von anderen 
Mitosegiften durch die Auslésung der somatischen Reduktionsteilung. 
Weitere Studien diirften u.a. auch Aufschliisse iiber die Mechanik der 
Mitose und Meiose bringen. Weber (Graz). 


Kupka und Seelich, Die anaphasische Chromosomenbewegung. Fin Bei- 
trag zur Theorie der Mitose. Chromosoma 3 (1948). 


Die Arbeit zerfallt in einen zytologischen Teil (Kupka) und in einen 
Bericht iiber Modellversuche zur physikalischen Erklarung der anaphasi- 
schen Chromosomenwanderung. Die Untersuchungen gehen aus von der 
Vorstellung Belars iiber den Gieitfaden- und Stemmkérpermechanismus. 
An mit Flemming-Benda fixierten Hodenzellen von Liogryllus campestris 
lie® sich die Belarsche Zugfasersubstanz an den in der Aquatorialebene 
angeordneten Chromosomen als feine, relativ kurze Faden darstellen, die 
in der Richtung auf die Spindelpole zu fiihren. Besonders giinstige Bilder 
liefert die Farbung mit Safranin-Lichtgriin, wobei das Atraktoplasma griin 
und lediglich die Chromosomen rot gefarbt sind. Der am Gleitfaden haf- 
tende Stoff — Kupka nennt ihn Migrationsstoff — farbt sich ebenfalls 
rot, woraus seine Zugehérigkeit zu den Chromosomen angenommen wird. 
Da der Migrationsstoff sich als Feulgennegativ erweist, so wird geschlossen. 
daf er mit der ebenfalls Thymonuclein-freien Centromersubstanz identisch 
sei. Die Metaphasenspindel wird als Gelkérper aufgefaft, der im Ver- 
gleich zum umgebenden Zytoplasma eine festere Konsistenz aufweist, so 
daft zwischen beiden eine Grenzfliche besteht. Die Aquatorialspindel (der 
Stemmkérper) ist ein Umwandlungsprodukt der Methaphasenspindel. 
Diese Umwandlung, die einer Hydration entspricht, geht erst dann vor 
sich, wenn die Chromosomen iiber den entsprechenden Spindelabschnitt 
hinwegwandern. Es wird vermuiet, daft die Hydratation auf fermentati- 
vem Wege durch den Migrationsstoff veranlaft wird. Die fortschreitende 
Wandlung des Migrationsstoffes und ‘damit der Chromosomen den Polen 
zu, soll auf folgende Weise verstandlich werden: Der Migrationsstoff ist 
an bestimmten Stellen der Oberfliche der festen Spindel adsorbiert. Nach 
physikalischen GesetzmaRigkeiten, die von Seelich im II. Teil der Arbeit 
dargelegt werden, miissen adsorbierbare Teilchen beim Bestehen eines 
Gefialles der Oberflachenenergie zu den Stellen héherer Oberflachenenergie 
hinwandern, das ist zu Punkten geringerer Oberflachenhydratation. Um 
die Chromosomenwanderung in der Anaphase auf Grund derartiger 
Energieunterschiede erklaren zu kénnen, sind nur folgende durch karyolo- 
gische Tatsachen durchaus plausibel erscheinende Annahmen notwendig: 
Es existiert ein Spindelkérper als eigene kolloide Phase mit einer Ober- 
fliche gegen das Zytoplasma. Im Stadium der anaphasischen Chromo. 
somenwanderung ist die Energie dieser Oberflaiche nicht homogen, sondern 
in der Richtung gegen die Spindelpole zu anwachsend. Die Inhomogenitat 
der Spindeloberflache wird durch den Migrationsstoff geschaffen, der ein 
Ferment freisetzt oder aktiviert. das die Proteine der Spindel proteolytisch 
angreift, wobei durch die Hydratation die Oberflichenenergie lokal gesenkt 
wird. Bei Diffusion eines solchen Fermentes (Aktivators) vom Aquator 
der Spindel gegen die Pole entsteht ein Gefalle der Hydratation und Ober- 
flichenenergie; dies veranlaft dann die Wanderung der adsorbierenden 
Chromosomen nach den Spindelpolen. Modellversuche, wobei sich aktivier- 
tes Pepsin auf einem Eiweififilm ausbreitet und diesen proteolytisch an- 
greift, zeigen das langsame Wandern eines aufgesetzten Oltropfens gegen 
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die Peripherie. An der Hand karyologischer Tatsachen aus der Literatur 
wird der Erklarungswert der ,,Migrationsstofftheorie“ dargelegt: 


Weber (Graz). 


Kiister, E., Experimentelle Zellforschung. Hinweis auf ihre wichtigsten 
Aufgaben. 56S. Jena: Fischer. 1938. 


Die experimenielle Zellforschung hat schon eine reiche Vergangenheit 
hinter sich und eine noch schénere Zukunft vor sich. Es ist gerade jetzt nétig 
und wichtig, das Wissen, das sie bisher erarbeitet hat, zu sammeln, zu sichten 
und zu seihen. Niemand hat bessere Aussicht, diese schwere Aufgabe in 
relativ engem Rahmen mit Erfolg zu bewiltigen, als gerade Kiister. Er 
ist der grofe Kenner zellmorphologischer, -physiologischer und -pathologi- 
scher Literatur, der durch uniibertreffliche f pata und Ideenfiille Faden 
findet und verkniipft zwischen Tatsachen, die bislang nur isoliert betrachtet 
wurden. Er vermag es, das fiir andere uniibersehbare Material zu iiber- 
blicken, originell zu gruppieren und zu einem imponierenden Ganzen zu 
gestalten. Nicht kritiklos werden die Befunde aneinandergereiht, sondern 
Licht und Schatten werden in dem Gesamtbilde sichtbar und die Wege auf- 
gezeigt, die aus den Schatten herausfiihren kiénnen. So wirkt die Dar- 
stellung nicht etwa ein sattes Wissen vermittelnd, sondern sie weckt Hunger 
nach Erweiterung und Vertiefung des heutigen Wissens. Der experimen- 
tellen Zellforschung konnte kein besserer Dienst erwiesen werden. 


Weber (Graz). 


Kiister, E., Hundert Jahre Protoplasma. Ber. Oberhess. Ges. Natur- u. 
Heilkunde. N. F. Naturw. Abb. 23, 121—142 (1947). 


Hundert Jahre sind verronnen, seitdem Hugo von Mohl fiir die le- 
bende Materie der Pflanzenzelle das einprigsame und ausdrucksvolle Wort 
Protoplasma iibernahm, das Purkinje schon friiher verwendet hat. In 
einem Jahrhundert entwickelt sich eine wachtumskraftige Knospe am Baum 
der Wissenschaft zu einem gewaltigen Geist, das zahllose Blatter und Bliiten 
tragt und immer wieder neue Triebe treibt. In einem Vortrag Uberblick und 
Einblick in diese verwirrende Fiille zu bieten, ist eine Aufgabe, vor der 
mancher zuriickgeschreckt ware. Kiister ist dem embarras de richesse nicht 
ausgewichen, er hat die Zeichnung des Baumes der Protoplasmatik in kiinst- 
lerisch einfacher Linienfiihrung eindrucksvoll gestaltet. Tien ein charakte- 
ristischer Zweig fehlt in der reichen Baumarchitektonik, und so muf die 
Protoplasmaforschung dankbar sein, daf sie fiir die Leistungen ihres ersten 
Jahrhunderts den besten und liebevollen Interpreten gefunden hat. 


Weber (Graz). 


Miller, D., Plantefysiologi, 304S., C. Th. Thomsens Bogtrykkeri, Kopen- 
hagen 1948. (31 dan. Kronen.) 


Boysen Jensen hat in seinen ,,.Elementen der Pflanzenphysiologie™ (1959) 
cin in wissenschaftlicher Hinsicht vorbildliches Lehrbuch geschaffen. Es ist 
aufs wirmste zu begriifen, da& uns nun sein Amtsnachfolger D. Miiller ein 
modernes, weiteren Kreisen zugangliches Lehrbuch der Pflanzenphysiologie 
bringt, welches die Tradition der danischen Schule fortfiihrt und die inter- 
nationalen Fortschritte des letzten Jahrzehntes voll beriicksichtigt. Stoff- 
auswahl und Stoffanordnung sind vorziiglich gelungen. Besonders hervor- 
zuheben ist das prachtige Bildermaterial, das Originalbilder, Figuren der 
klassischen Literatur und lehrbuchmaftige Umzeichnungen umfaft. Auch 
Molisch’s 1930 in letzter Auflage erschienene Pflanzenphysiologie wird 
reichlich verwertet. Zur Projektion in der Vorlesung hat Ref. im letzten 
Jahr kein anderes Buch so gern beniitzt wie Miillers neue Pflanzen- 


physiologie. K. Héfler (Wien). 
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Pigneur, L’ontogénése du tube criblé chez Cucurbita et Anthurium. 
Cellule 51 (1947). 


Die Physiologie des pflanzlichen Stofftransportes hat in den letzten 
Jahren wieder erhéhtes Interesse an der Zytologie der Leitungsbahnen 
genommen, denn ,,Aussi longtemps que le botaniste n’aura pas des données 
précises sur la cellule criblée, il sera impossible d’expliquer le transport 
des substances élaborées dans le liber. La parole est aux cytologistes.* 
(William) Pigneur hat die Entwicklung der Siebréhren von Cucurbita 
maxima und Anthurium Scherzerianum an fixierten und gefarbten Schnitten 
studiert und dabei besonders auf die Entwicklung des Schleimes geachtet. 
Dieser wurde gefarbt mit Anilinblau, nach Altmann, mit Bismarckbraun 
sowie mit Farbstoffgemischen. In den faszikuliren Siebréhren von Cucur- 
bita entsteht der Schleim im wandstindigen Zytoplasma in Form von homo- 
genen Trépfchen; diese vereinigen sich zu volumindseren ,,Schleimkérpern™, 
die schlieflich zu einem Schleimstrang zusammenschlieften, der sich an die 
Siebplatten anlegt. Eine zarte Zytoplasmaschicht umhiillt dabei den 
Schleimstrang. Es macht den Eindruck,‘als ob das Zytoplasma durch die 
Perforationen hindurch von einer Siebréhre mit den benachbarten in Ver- 
bindung stiinde. Die Schleimmassen treten nicht in die Zentralvakuole iiber, 
es scheint vielmehr, als ob der Schleimstrang unter Riickentwicklung der 
Vakuole allmahlich deren Stelle einnehmen wiirde. Im iibrigen bestehen 
groke Unterschiede hinsichtlich der Menge, Form und Verteilung des Sieb- 
rdhrenschleimes nicht nur bei verschiedenen Pflanzen, sondern selbst zwi- 
schen faszikuliren und interfaszikulairen Siebréhren von Cucurbita. Die 
fertig differenzierte Siebréhre enthalt im allgemeinen keinen Zellkern mehr. 


Weber (Graz). 


Stern, H., Protoplasmic changes during nuclear division in pollen mother- 
cells and microspores of Trillium erectum. Plant Physiology 23 (1948). 


Die Empfindlichkeit, bzw. Resistenz (viability, stability) von Trillium- 
Pollenmutterzellen und Mikrosporen vor und wahrend der meiotischen Tei- 
lung gegeniiber Saccharoselésung wurde untersucht und gleichzeitig auch 
die Zuckerpermeabilitaét im Ablauf der Meiose. Vor der Meiose sind die 
Pollenmutterzellen wenig empfindlich (stabil), mit dem Einsetzen der 
Meiose nimmt die Stabilitat betriachtlich ab, dagegen sind nach Beendigung 
der Meiose die Mikrosporen wieder stabil. Es wird vermutet, daf die 
Unterschiede in der Empfindlichkeit in Verainderungen der Proteinfraktion 
des Protoplasmas zu suchen seien. Im vormeiotischen Stadium sind die 
Pollenmutterzellen leicht durchlassig fiir Zucker. Wenn die Kernteilung ein- 
setzt, findet eine Verringerung der Zuckerpermeabilitat statt, nach Beendi- 
gung der Meiose sind die Pollenkérner fiir Glukose und Saccharose im- 
permeabel. Das Maximum der Permeabilitaét wird in der Prophase der 
ersten meiotischen Teilung erreicht. Im Leptotin, wenn die Permeabilitat 
am héchsten ist, ist die Empfindlichkeit am geringsten. Weber (Graz.) 


Stern, H., and Kirk, P. L., The oxygen consumption of the microspores 
of Trillium in relation to the mitotic cycle. J. Gen. Physiol. 31 (1948). 


Mit Hilfe eines modifizierten Differential-Mikrorespirometers wurde der 
Sauerstoffverbrauch von 265 Trillium erectum Antheren vor und wahrend 
des mitotischen Zyklus der Mikrosporen bestimmt. Es wurde ein Ansteigen 
des Sauerstoffverbrauches ‘im pramitotischen Stadium fesigestellt, darauf 
folgt ein steiler Abfall unmittelbar vor und wahrend der Mitose. Es wird 
vermutet, daft die aktive Mitose in Beziehung zu einem anaeroben Stadium 
steht und daf die fiir proliferierendes Gewebe sonst charakteristische rapide 
Aufnahme von molekularem Sauerstoff eigentlich fiir die pramitotische 
Entwicklungsphase kennzeichnend ist. Weber (Graz). 
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Strugger, S., Fluoreszenzmikroskopie und Mikrobiologie. Mit 30 Abb. im 
Text, 3 Tafeln. 194 S., Hannover: M. & H. Schaper. 1949..DM 13.—. 


Strugger hat an Ausbau und Auswertung der Méglichkeiten, die die 
Vitalfaérbung mit Fluorochromen fiir die Zellforschung bietet, fiihrenden 
Anteil genommen, er ist daher wie kaum ein anderer berufen und befahigt, 
eine monographische Darstellung der durch die Fluoreszenzmikroskopie auf 
biologischem Gebiete erzielten Fortschritte zu geben. Wenn sich das vor- 
liegende Buch auch vornehmlich auf die Erérterung fluoreszenzmikro- 
skopischer Forschungen auf dem Gebiete der Mikrobiologie beschrankt, so 
werden doch nicht nur Mikrobiologen, sondern Zellphysiologen iiberhaupt 
diese ausgezeichnete Einfiihrung zu Rate ziehen. ge bringt zunachst die 
Grundlagen der Fluoreszenzmikroskopie in Theorie und Praxis. Von den 
weiteren Kapiteln interessieren den Freteninasahuaaas u. a. vor allem 
folgende: Zur Theorie der Akridinorange-Fluorochromierung des Proto- 
plasmas. Mikrokulturversuche an vital fluorochromierten Hefezellen. Fluoro- 
chromierung von Mucorineen. Zellphysiologie der Bakterien. Dem Boden- 
bakteriologen bringt die fluoreszenzoptische Analyse des Erdbodens auf 
Mikroorganismen, deren Grundlegung Strugger zu verdanken ist, neue 
Anregungen. Dem Buche kommt die reiche Erfahrung zugute, die Strug- 
ger und seine Schule auf diesem zukunftsreichen Forschungsgebiete er- 
arbeitet haben. Weber (Graz). 


Wiersum, Transfer of solutes across the young root. Rec. trav. botan. 
néerland. 41. 1948. 


Mit Hilfe einer ingeniésen Methode, die es gestattet, durch die Gefafe 
von abgetrennten Teilstiicken unverzweigter Vicia Faba Seitenwurzeln 
Lésungen, bzw. Wasser hindurchzusaugen. lief sich ein Aufschluf iiber Stoff- 
aufnahme und Wanderung durch das intakte Wurzelgewebe und dadurch 
auch iiber die Permeabilitatsverhaltnisse der Wurzelzellen gewinnen. Da- 
bei wurde nicht diejenige Komponente der Stoffaufnahme in Betracht ge- 
zogen, die gegen das osmotische Gefialle vor sich geht, wobei die Atmung 
die Energie liefert, sondern die ,,passive Stoffwanderung im ,,SsSymplasma~ 
der Wurzel. Das gesamie lebende Wurzelgewebe zwischen den Gefaffen 
des Xylems und der Rhizodermis funktioniert bei dieser Versuchsanord- 
nung als Membran zwischen zwei Fliissigkeiten, einerseits der Aufenlésung, 
die bestimmte Substanzen enthalt und andererseits dem Wasser, das durch 
die Tracheen hindurchgesaugt wird. Das Hindurchtreten der Stoffe durch 
Stele, Endodermis und primaire Rinde kann auch von innen nach aufen 
studiert werden, wenn die Lésung, die den Stoff enthalt, durch die GefaBe 
gesaugt und das Erscheinen der Substanz im Aufenwasser festgestellt wird. 
Mit Hilfe dieser Technik konnte gezeigt werden, dafi eine Reihe von Ionen 
(Cl, NO,, H,PO,) von der Wurzel aufgenommen werden und permeieren 
kénnen; fiir K und Ca lie& sich der Nachweis erbringen, daft sie das Wurzel- 
gewebe auch von innen nach aufen passieren, und zwar selbst unter 
anaeroben Bedingungen. Von organischen Verbindungen wurden Harn- 
stoff, Glukose und Saccharose auf ihr Permeationsvermégen gepriift. Uber- 
raschend ist die Leichtigkeit, mit der Saccharose durchdringt. Der schein- 
bare Widerspruch zu der durch die Plasmolyseversuche aufgezeigten 
Impermeabilitat fiir Zucker klairt sich dadurch auf, daft bei der Versuchs- 
anordnung von Wiersum nicht die Transmeabilitat (Arisz) (Intrameabili- 
tit Héfler) bis in die Vakuole hinein bestimmt wird, sondern die Per- 
meabilitat s. str.. wobei nur Plasmalemma und Endoplasma, nicht aber der 
Tonoplast passiert wird. Weber (Graz). 
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Woodward, A. A. Jr., Protoplasmic clotting in isolated muscle fibers. 
J. Cell. and Comp. Physiol. 31, 359—394 (1948). 


Einzelne, isolierte Muskelfasern wurden aufgeschnitten, und die an 
der Schnittstelle einsetzende Koagulation wurde in ihrer Ausbreitung iiber 
die Faser beobachtet. In einer Reihe kalziumfreier Lésungen breitet sich 
die Koagulation in der Faser mit konstanter Geschwindigkeit aus, offenbar 
durch einen selbstauslésenden Vorgang bedingt. Ca** erhdht schon in der 
Konzentration, in der es in der Ringer-Lésung enthalten ist, die Geschwin- 
digkeit; im selben Sinn wirkt Mg**, wobei fiir den gleichen Effekt 70mal 
soviel Mg*+ als Cat* erforderlich ist. In Gegenwart von isosmotischem 
CaCl, ist die Koagulationsgeschwindigkeit sehr gro® und durch die Dif- 
fusionsgeschwindigkeit des Ca*+ im Protoplasma bestimmt. Sehr hohe, 
iiber fiinffach isosmotische Kalziumkonzentrationen verhindern die Koagu- 
lation. Die osmotische Konzentration des Mediums hat einen sehr ge- 
ringen Einfluf#. Die Koagulationsgeschwindigkeit ist zwischen ps 5 und 8 
fast konstant und steigt bei extremen px-Werten stark an. Wahrend der 
Koagulation des Muskelprotoplasmas ist Vakuolenbildung haufig zu be- 
obachten. Kristallisiertes Trypsin bedingt ein sehr rasches. Fortschreiten 
der Koagulation, der Effekt benétigt Ca** in geringer Menge. Papain 
wirkt schwicher, kristallisiertes Chymotrypsin hat nur einen sehr ge- 
ringen Effekt. Die Resultate bestatigen die Auffassung, dafi die Muskel- 
koagulation ein spezieller Fall von Heilbrunns Oberflachen-Prezipita- 
tions-Reaktion ist. Die Wirkung der proteolytischen Enzyme zeigt, daft 
die Protoplasmakoagulation der Blutkoagulation analog ist. Auf Grind 
der neueren Arbeiten iiber die Blutkoagulation kommt der Verfasser zu 
der Auffassung, daf trypsinaihnliche, thromboplastische und _ papain- 
ahnliche, catheptischhe Enzyme Komponenten des normalen Mechanismus 
der Protoplasmakoagulation sind. Die Protoplasmakoagulation soll eine 
cathepsinkatalysierte Denaturation von Globulinen beinhalten. 


Umrath (Graz). 
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